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Abstract 
 
Uterine Leiomyoma (UL) are the most common benign neoplasm present in women of 
reproductive  age,  with  approximately  40%  of  these  tumors  showing  structural  cytogenetic 
abnormalities. Implementation of cytogenetic analysis has been fundamental in gene discovery 
efforts in these tumors. Here, we report the molecular cytogenetic analysis of four uncommon 
UL abnormalities: 1) 46,X,‐X,t(6;16)(q12;q24),del(15)(q14q21),+mar, which  includes disruption 
of  CUX1,  a  known  tumor  suppressor/oncogene  in  the  7q22  region;  2) 
46,XX,t(3;8)(q24;q26),del(3)(q21q26),  showing  disruption  in  a  region  ~120‐230Kb  upstream 
MYC  in  the 8q24  region; 3) 46,XX, presenting a microdeletion of only  two genes, BRAF  and 
MRPS33, in the 7q34 region; 4) 45,XX,‐7,t(4,7)(p15;q22),t(11;12)(q23q14), still under study.  
One  of  the  most  common  recurrent  abnormalities  in  UL  involves  deletion  or 
rearrangement of region 7q22, however  it  is still unclear which mechanisms  is underlined as 
determination of the possible contributing genes has been difficult by the highly variation of 
the smallest deleted region. In the attempt to identify the genes involved in the UL biology of 
these  tumors  we  have  analyzed  four  UL  (ST89‐234,  ST93‐055,  ST97‐133,  ST09‐042)  with 
translocations of the long arm of chromosome 7. An array comparative genomic hybridization 
(aCGH)  analyses  showed  a  consistent  genomic  variation  loss  of  a  ~16,4  megabases  region 
within 7q21.11‐7q22.1. After  combining  these data with previously published data  from our 
group (Hodge et al., 2009), resulted in a common deleted region of ~3.3 megabases, including 
8 genes of interest, further narrowing the commonly deleted region of del(7q) UL.  
Through  integration  of  different  cytogenetic  approaches,  such  as  G‐banding 
karyotying, positional cloning with fluorescence  in situ hybridization and aCGH, we were able 
map diverse chromosomal abnormalities, and demonstrate the importance to implement high‐
resolution  cytogenetic  methods.  This  study  further  highlights  the  heterogeneity  of  these 
tumors  and  provides  important  value  for  the  identification  of  genes  involved  in  UL 
development and/or progression.  
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Resumo 
Os  leiomiomas uterinos  (UL) são a neoplasia mais comum presente nas mulheres de 
idade  reproductiva. Os miomas  tem origem nas  células  lisas do musculo da parede uterina, 
estando presentes em cerca de 77% das mulheres, das quais 25%  sao  sintomáticas. Existem 
diversos sintomas, incluindo hemorragias, dor abdnominal e complicações relacionadas com a 
gravidez. Devido às complicações causadas pela presença dos miomas, a histerectomia, isto e, 
remoção  total do útero,  continua a  ser um dos  tratamentos mais usados. Os UL podem  ser 
classificados em  três grupos,  tendo em  conta a  localização onde ocorrem: 1) UL  subseroso, 
localizado na  camada externa da parede uterina; 2) UL  intramural,  localizado no  interior da 
parede uterina. Estes tumores ao crescerem podem ir deformando o tamanho normal do útero 
e provocar dores abdominais; 3) UL submucoso, localizado na camada mais interna da parede 
uterina e que pode desenvolver‐se para o interior do útero, causando hemorragias.  
Existem  diversos  factores  que  influenciam  a  incidência  e/ou  severidade  da  doenca, 
nomeadamente  idade  da  menarca,  entrada  na  menopausa,  obesidade,  dieta,  uso  de 
contraceptivos  orais  e,  mais  importante,  a  origem  étnica  da  mulher.  Estudos  recentes 
reportam  que,  as  mulheres  negróides  têm  um  incidência  3  a  9  vezes  maior  quando 
comparadas  com mulheres  caucasianas,  concomitantemente  com  o  facto  de  apresentarem 
maior  número  de  tumores  por  utero  e  uma  maior  severidade  da  doença.  Estes  estudos 
sugerem que o desenvolvimento dos UL tem etiologias genéticas diferentes para os diferentes 
grupos étnicos, reflectindo a grande heterogeneidade observada. A elevada heterogeneidade 
destes tumores é comprovada através de estudos de citogenética molecular a vários tumores 
com origem no mesmo útero que, pelo  facto de poderem apresentar diferentes  rearrangos 
chromosomais,  mostram  que  cada  um  dos  tumores  teve  uma  origem  independente.  Estes 
estudos  baseiam‐se  na  inactivação  do  cromossoma  X,  recorrendo  à  glucose‐6‐phosphate‐
dehydrogenase (G6PD) e demonstram que, apenas um dos tipos da enzima está presente em 
cada um dos  tumores,  comprovando que, uma  célula e não uma população de  células, deu 
origem  à  formação  do  tumor. O  facto  de  tumores  com  diferentes  tipo  da  enzima  estarem 
presentes no mesmo útero corrobora a hipotese the uma origem independente para cada um 
destes tumores.  
Cerca  de  40%  dos  UL  apresentam  rearranjos  cromosomais.  A  análise  citogenética 
destes tumores tem vindo a revelar cada vez mais a elevada heterogeneidade presente nos UL, 
sugerindo  que  múltiplos  mecanismos  poderão  estar  envolvidos  no  seu  desenvolvimento; 
contudo  e  possível  detectar  certos  rearranjos  comuns,  permitindo  a  classificação  por 
diferentes  subgrupos,  incluindo  t(12;14)(q14‐q15;q23‐q24),  rearranjos  do  6p21  e 
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del(7)(q22q32).  Através  do  estudo  citogenético  destes  tumors,  procura‐se  identificar  genes 
específicos  que  se  encontrem  envolvidos  nos  rearranjos  observados,  procurando  entender 
quais os diversos mecanismos que podem estar na origem da patogenese dos UL. 
   Com o  acesso  facilitado  a bibliotecas  genómicas, por  exemplo de bacterial  artificial 
chromosomes  (BACs),  o  sucesso  no  mapeamento  genético  pode  ser  facilmente  alcançado. 
Mutações  presentes  nas  células  neoplásicas  são  seleccionados  devido  à  sua  função  na 
patogénese  do  tumor  e  por  isso,  mesmo  o  estudo  de  novos  rearranjos  não  observados 
previamente  podem  ser  importantes  para  revelarem  os mecanismos  biológicos  envolvidos, 
através da sua  identificação. A existência de uma base de dados e de um banco de material 
tumoral uterino, facilita o estudo destes tumores e permitira que, futuramente possam ser de 
novo estudado, quer como uma  fonte para associações de genótipo‐fenótipo, quer para um 
melhor conhecimento da biologia dos tumores relativamente às suas mutações. 
Dada a importância de uma base de dados para os UL, com este trabalho pretendeu‐se 
incrementar a  informação existente na base de dados, através da  recolha, processamento e 
estudo  de  vários  tumores  provenientes  de  mulheres  caucasianas  e  negróides.  Através  da 
análise  dos  cariótipos  foi  possível  fazer  a  distinção  entre  os  tumores  que  apresentavam 
rearranjos cromossomais, que consequentemente  foram seleccionados para objecto de mais 
estudos. Estes estudos permitem detectar o local exacto da disrupção cromossomal, e permite 
a  identificação de genes nessa região com potencial papel no desenvolvimento tumoral. Dos 
33 UL para os quais o cariótipo foi obtido, quatro tumores foram aprofundamente estudados 
por  mapeamento  genético  através  de  fluorescence  in  situ  hybridization  (FISH)  e  de  array‐
comparative genomic hybridization (aCGH).  
1) O  tumor  ST09‐010  apresentou  um  cariótipo  com  várias  anomalias  incluindo  uma 
translocação entre os chromossomas 6 e 16, uma deleção intersticial nos cromossomas 7 e 15, 
perda  de  um  cromossoma  X  e  um  marcador  extra:  46,X,‐
X,t(6;16)(q12;q24),del(7)(q11q22.1),del(15)(q14q21),+mar. A t(6;16) foi confirmada por FISH e 
as  breakpoints  delimitadas  a  uma  região  centromérica  à  banda  6q13  e  telomérica  à  banda 
16q24.2.  Estudos  de  aCGH  foram  realizados  contudo,  não  apresentaram  qualquer 
microdelecção  junto  das  regiões  rearranjadas  e  assim,  o  seu  exacto  mapeamento  não  foi 
possível. Contudo, através da análise de aCGH foi possível obter o exacto local das breakpoints 
envolvidas nas deleções,  identificando, no caso do cromossoma 7, a disrupção do gene CUX1 
no  segundo  intrão,  localizado  na  banda  7q22.1.  Estudos  prévios  sugeriram  CUX1  como  um 
possivel gene candidato envolvido na delecção  intersticial comum no cromossoma 7, muitas 
vezes observada nos UL. No  caso destes  tumores, podemos  colocar a hipótese de que uma 
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isoforma mais curta, com  início de transcrição no  intrão 20, está a ser expressa em elevadas 
quantidades  a  qual,  através  de  vários  estudos,  se  mostra  associada  com  um  possível 
mecanismo para o desenvolvimento de certos tumores.  
2)  O  tumor  ST08‐007  apresentou  um  cariótipo  uma  translocação  entre  os 
cromossomas 3 e 8. Através de FISH, com o uso de uma sonda “break apart” para o gene MYC, 
foi possivel mapear  a breakpoint  a uma  região  localizada  entre  ~150  a  200kb upstream do 
gene MYC. O MYC é um  conhecido oncogene envolvido na origem de  inúmeros  tumores. O 
emapeamento deste tumor, juntamente com uma revisão da  literatura permite sugerir que a 
área upstream ao MYC é uma região altamente susceptível a mutações.  
3)  O  tumor  ST08‐008  apresentou  um  cariótipo  normal,  46,XX  contudo,  através  da 
análise por aCGH foi possível detectar uma microdelecção na região 7q34, envolvendo apenas 
dois  genes,  BRAF  e MRPS33.  Estudos mostram  a  importância  de  BRAF  em  vários  tumores, 
actuando como um oncogene. Juntamente com um estudo recente publicado por Vanharanta 
et al. (2007), no qual propõem a região 7q34 como uma possível região patogénica envolvida 
nos,  indicamos  o  BRAF  como  o  possível  gene  candidato  envolvido.  Para  comprovar  o  seu 
envolvimento, iniciou‐se através de FISH, um screening a 270 tumors para detectar a presença 
da deleccao de BRAF em outros tumores. Presentemente apenas 50 tumores foram estudados, 
não se tendo observado nenhum tumor com a delecção.  
    4) O tumor ST09‐042 apresentou um cariótipo com duas transloções, uma envolvendo 
os cromossomas 4 e 7 e outra os cromosomas 11 e 12. A t(4;7) foi confirmada por FISH, mas os 
estudos ainda não estão concluídos.  
Dada  a  importância  do  cromosoma  7  no  desenvolvimento  dos  UL,  revelada  pela 
elevada  frequência de  tumores que apresentam uma delecção  intersticial deste cromosoma,  
quatro tumores, envolvendo translocação do cromossoma 7, foram estudados pela análise de 
aCGH, com o objectivo de detectar uma possível  região deletada em  todos os  tumores, que 
permitisse  a delimitação desta  região  e  contendo possiveis  genes  candidatos  envolvidos no 
desenvolvimente  de  tumores  del(7q).  Dos  quatro  tumores  em  estudo,  três  apresentaram 
delecção, cuja  região deletada commum, de ~16.3Mb,  foi mapeada às  zonas 7q21.11‐q22.1. 
Através  de  uma  análise  comparativa  com  dados  previamente  reportados  pelo  nosso  grupo 
(Hodge et  al., 2009)  foi possível delimitar  a  regiao  commumente deletada  a uma  regiao de 
~3.3Mb. Comparando os resultados contendo possíveis genes candidatos, com os estudos de 
profile  transcripcional  realizado  nesse  estudo,  foi  interessante  notar  que,  dos  top50  genes 
mais  upregulated  ou  downregulated  para  os  tumores  del(7q),  8  genes  localizados  na  zona 
commumente deletada, estavam downregulated, evidenciando a  importância desta região. O 
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método  utilizado  apenas  permite  sugerir  genes  candidatos  possivelmente  envolvidos  nos 
desenvolvimento de del(7q). Com o avanço das tecnologias na área da citogenética molecular, 
uma maior  resolução de detecção está a ser alcançada, permitindo detectar anomalias cada 
vez  mais  pequenas.  Numa  futura  análise  a  estes  tumores  envolvendo  a  translocação  do 
cromossoma 7, poderemos recorrer ao novo método de whole genome sequence, permitindo 
detectar as breakpoints das translocacoes com uma maior resolução, e num curto espaço de 
tempo.    
Em conclusão, neste trabalho tentou‐se detector e caracterizar novos genes associados 
com os UL, através do mapeamento das breakpoints presente quer nas translocações quer nas 
delecções, e quer em novos rearranjos quer nos rearranjos comummente observados. Apesar 
de  a  identificação  de  um  gene  não  ter  sido  possível  com  este  estudo,  futuramente,  novos 
métodos, como sequenciação total do genoma,  irão reforçar a  importância destas regiões no 
desenvolvimento dos UL. A  importância da base de dados e do banco de material  tumoral, 
provou‐se importante ao permitir que, três tumores apresentando rearranjos no cromossoma 
7, possam ser estudos por novas e futuras tecnologias que permitiram a detecção das regiões 
patogénicas.  
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Introduction 
 
Uterine  leiomyoma  (UL),  also  known  as myomas  and  fibroids,  are  the most  common 
pelvic tumors in reproductive‐age women. UL arise from smooth muscle cells of the uterine wall 
(myometrium)  and  are  classified  as  benign  because,  even  though  they  are  caused  by  an 
abnormal proliferation of cells, their growth is self limited, they are non invasive to neighboring 
tissues and they do not metastize to other organs, contrary to malignant tumors (Buttram and 
Reiter, 1981); Despite  their benign nature, UL  show a considerable  level of morbidity, causing 
medically  and  socially  significant  symptoms,  related  to  their  size  and  anatomic  location.  
Approximately  20%  to  25%  of  women  of  reproductive  age  have  clinically  significant  lesions, 
however pathological studies of hysterectomy specimens suggest that the prevalence is as high 
as  77%  with  an  average  of  6.5  tumors  per  uterus,  indicating  that  many  women  have 
asymptomatic UL  (Cramer and Patel, 1990). The most  common  symptoms associated with UL 
include severe menorrhagia, with some women having periods that may last greater than 7 days; 
abdominal  pain,  resulting  from  an  increase  in  size  of  the  uterus  or  from  a  particular  tumor 
causing  pressure  on  adjacent  organs;  and  reproductive  dysfunction  such  as  infertility, 
spontaneous abortions or premature  labor. Due  to  these medical problems, UL account  for a 
highest percentage of  the hysterectomies performed annually, and are  responsible  for a  large 
expenditure of heath care system funds (Lobel et al., 2006). 
Histologically,  these  benign  smooth  muscle  tumors  are  seen  as  well‐differentiated, 
whorled  bundles  of  smooth  muscle  cells,  showing  a  high  degree  of  structural  variety, 
particularly  in the amounts of collagen matrix and  fibrous tissue.   The tumor smooth muscle 
cells  have  less  cytoplasm  and  fibrils,  and  have  an  elongated  nucleus with  a more  spindled 
shape  (Stewart,  2001).  Other  characteristics  contributing  to  UL  heterogeneity  may  include 
degenerative  changes  in  addition  to  hyalinization,  myxoid  histology,  and  calcification.  The 
presumed  malignant  counterpart,  uterine  leiomyosarcoma  (ULMS),  is  characterized  by 
necrosis, high proliferative activity and hypercellularity, and consists of atypical smooth‐muscle 
cells with hyperchomatic and enlarged nuclei  (Benda, 2001). Although some UL may present 
one or more of  the key histological  features normally associated with ULMS,  it  is estimated 
that less than 0.1% of these tumors are attributed to UL progression. More recently however, 
a  study  recognized  a  subset  of  UL  with  deletions  of  chromosome  1  where  transcriptional 
profiles  cluster  with  ULMS  profiles,  further  suggesting  that  some  leiomyomas  may  in  fact 
progress to ULMS (Christacos et al., 2006; Hodge and Morton, 2007).  
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Anatomically, UL can arise  in any  location  in the myometrium (uterine wall), and may 
be classified  into  three groups. 1) Subserous UL are  located beneath  the serosal surface and 
grow  out  toward  the  peritoneal  cavity.  They  may  be  sessile  or  pedunculated  (being  only 
attached  to  the  surface by a narrow  stalk) and may  reach a  large  size within  the peritoneal 
cavity without causing any symptoms. 2) Intramural UL are the most common type of fibroids, 
and  are  found within  the myometrium. As  they  grow,  they  typically enlarge  the  size of  the 
uterus and result in menstrual bleeding and pelvic pain. 3) Submucous UL are located beneath 
the  endometrium  (uterine mucosa)  and  can  grow  into  the uterine  cavity.  They  are  the  less 
common  type  of UL  but most  symptomatic  form,  such  that  even  a  very  small  submucosal 
fibroid can cause heavy bleeding (Benda, 2001; Ligon and Morton, 2000). 
Numerous predisposition factors for UL have been identified in the general population 
and  include  age  (late  reproductive  years),  early  age  of  menarche,  nulliparity,  menopause, 
obesity,  diet,  oral  contraceptive  use  and, most  importantly,  ethnic  differences  (Flake  et  al., 
2003). Several studies have shown that the effect of race  is more prominent  in the  incidence 
and  severity  of  UL  in  particular  for  black  women,  who  show  three  to  nine  times  higher 
incidence  when  compared  to  women  of  other  ethnic  groups  (Vollenhoven  et  al.,  1990). 
Furthermore,  a  recent  study  reported  that black women have more  than  a  five  fold higher 
incidence of severe symptoms, develop UL five to six years earlier, and have a greater number 
and increased size of tumors, compared to white women (Huyck et al., 2008). This and similar 
studies  (Peddada  et  al.,  2008)  suggest  that UL  development  in  different  ethnic  groups  has 
different genetic etiologies, reflective of the heterogeneity observed among these tumors, and 
underscores the importance of increasing the research made in black women fibroids. 
It is still not clear what directs the development of UL, but hormones such as estrogen 
and progesterone seem  to play a major  role  in  their growth. The  fact  that  these  tumors are 
rarely  seen  before  puberty  and  decrease  in  size  at  menopause,  and  grow  rapidly  during 
pregnancy, supports the  involvement of estrogen  in their development. Furthermore, several 
risk factors for UL, like obesity and early age of menarche, have an association with increased 
exposure to this hormone (Flake et al., 2003).  
The heterogeneity of UL growth and development has been further established through 
molecular and cytogenetic analysis performed on multiple tumors from a single woman, showing 
that  different  tumors  can  harbor  different  chromosomal  rearrangements,  and  thus,  indicates 
that each fibroid develops independently. This finding was based on X chromosome inactivation 
studies, such as glucose‐6‐phosphate‐dehydrogenase  (G6PD) and androgen receptor  (AR) gene 
analysis.  In  G6PD  studies,  only  one  of  the  polymorphic  isozymes  is  present  in  independent 
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tumors, suggesting that a single cell, and not a population, developed into a fibroid, expected for 
tumors with a monoclonal origin. Furthermore, UL with different isozyme types are found within 
the  same  individual,  corroborating  the  independent  origin  of  these  tumors  (Nilbert  and 
Strombeck, 1992). Other studies based on a highly polymorphic trinucleotide CAG repeat in the 
X‐linked  AR  gene  have  been  performed  for  confirmation.  Once  more,  only  one  AR  allele  is 
expressed  in  each  tumor,  while  both  alleles  are  present  randomly  in  the  tumor  population, 
consistent with monoclonality  and  an  independent  origin  for multiple  tumors  (Mashal  et  al., 
1994).  Further  evidence  for  the  independent  origin  of  UL  comes  from  cytogenetic  studies 
showing  that  multiple  tumors  from  the  same  uterus  may  have  different  chromosomal 
abnormalities.  
 
C
 
hromosomal rearrangements and Gene dysregulation mechanisms 
A monoclonal  tumor  is a  lesion  formed by an abnormal proliferation of  cells  arising 
from a single precursor cell, as a result of the accumulation of multiple genetic and epigenetic 
alterations.  These  mutations  may  be  due  to  the  effects  of  both  chemical  and  physical 
carcinogens,  such  as  radiation  and  chemicals,  errors  in  DNA  replication,  and  are  highly 
correlated with aging.  In normal cells, the DNA repair process  is usually activated to respond 
and  repair  these mutations occurring, however  the DNA  repair process not  always  function 
correctly  and may  lead  to  the  formation of  abnormal  cells.  In  recent  years,  there has been 
accumulating evidence suggesting an  important role  for DNA double‐strand breaks  (DSBs) as 
the initiating lesions in chromosomal translocations. Several specific mechanisms are proposed 
to  explain  these  rearrangements,  occurring  preferentially  in  the  two  major  repairing  DSBs 
pathways, namely homologous  recombination  (HR)  and non‐homologous  end‐joining  (NHEJ) 
(Agarwal et al., 2006). Occasionally, genomic rearrangements are formed by the incorrect join 
of  two DNA  ends,  due  to  the  presence  of  regions  showing  high  susceptibility  to DNA DSB, 
causing  a  mis‐reparing  during  the  repair  process.  If  not  immediately  or  properly  repaired, 
these DSB may be responsible for large structural rearrangements of chromosomes in somatic 
cells, which can ultimately lead to the formation of cancer cells (Lieber, 2008).  
   Cytogenetic approaches have become the prevalent means  in mapping genes  located 
at  translocation  breakpoints.  In  the  past  decade  innumerable  studies  of  tumor  specific 
chromosomal  rearrangements  have  been  published  and  disruption  of  genes  at  or  near  the 
breakpoints  is  thought  to  be  the  leading  cause  of  the  clinical  features  found  in  patients 
carrying such rearrangements (Mitelman, 2000; Mitelman et al., 2007). These disruptions can 
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have dramatic effects on  the gene product as a  result of  the structural changes occurring  in 
their  surroundings.  These  abnormal  phenotypes  can  be  caused  through  several  pathogenic 
mechanisms,  and  lead  to  different  physiological  consequences.  Some  of  these mechanisms 
include: 
1) Intragenic break  
One common mechanism consists in the truncation of a gene located at the breakpoint 
by  direct  disruption  of  the  gene  on  the  rearranged  chromosome.  This  may  lead  to  the 
complete absence of expression of the gene, or to presence of a truncated, and thus abnormal, 
transcript, and ultimately to a truncated protein, that can harbor different activities (Kim et al., 
2005).  
2) Genomic copy alterations at or in the vicinity of the breakpoint  
Numerous recent studies performed in patients with developmental delay, and also in 
some tumors, have shown that some apparently balanced chromosomal rearrangements are 
in  fact associated with  cryptic deletions occurring at or near  the breakpoints. Consequently, 
one or more genes can be deleted  in  these circumstances.  In patients with constitutional de 
novo  translocations  these microdeletions occurring at  the breakpoints were estimated  to be 
present in about 40% of the cases and contributed to the abnormal phenotype (Higgins et al., 
2008; Kim et al., 2008; Moon et al., 2007). 
3) Production of a chimeric gene  
Some chromosomal  rearrangements can  lead  to  the production of a  fusion gene, by 
juxtaposition of the coding regions of two genes that are normally separated  in the genome. 
The  chimeric genes are  formed when a break  in  the DNA occurs within  two different genes 
that  are  then  joined  in  incorrect  combinations.  In  some  cases  two  fusion  genes  might  be 
formed, one  from each of  the derivative chromosomes  involved  in  the  translocation.   These 
fusion genes can ultimately result in the expression of a chimeric protein with a different and 
new  activity  than  the  normal  proteins.  In  many  cases  where  a  balanced  chromosomal 
translocation  is  the  only  rearrangement  observed  these  new  fusion  proteins  seem  to  be 
responsible for the abnormal phenotypes. In cancer, with some exceptions (i.e., notably MYC) 
oncogenes  are  the  genes more often  involved  in  these  translocations,  therefore  generating 
fusion oncogenes (Gasparini et al., 2007). 
4) Position effect on a gene distant from the breakpoint  
The concept of position effect refers to changes in the level of gene expression caused 
by a change  in  the position of  the gene compared  to  its normal chromosomal environment. 
Position effects can be observed  in cases where structural rearrangements  lead  to abnormal 
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phenotypes  without  disrupting  any  gene.  For  the  appropriate  spatial,  temporal  and 
quantitative  expression of  a  gene  it  is necessary  that both  coding  sequence  and  regulatory 
control  be  intact  and  correctly  functioning.  In  these  cases,  rearrangements  generally  cause 
gene  dysregulation  by  separation  from  cis‐acting  regulatory  elements  essential  for  proper 
expression  (Kleinjan  and  van  Heyningen,  2005;  Kleinjan  and  Coutinho,  2009).  An  example, 
observed  in  some  lymphomas  and  leukemias,  is  when  a  proto‐oncogene,  such  as  MYC, 
becomes  abnormally  juxtaposed  to  regulatory  elements  of  another  gene,  commonly  an 
immunoglobulin gene, leading to the dysregulation of the oncogene expression. In these cases, 
the normal protein  is  translated but expressed  in  abnormal quantities,  leading  to  abnormal 
phenotypes  (Shou et al., 2000).  In UL, dysregulation of HMGA2  is one of  the most common 
rearrangements reported. With some exceptions, HMGA2 disruption occurs outside the coding 
sequence  in  UL  and  HMGA2  is  then  re‐located  under  the  expression  of  ectopic  regulatory 
elements (Gross and Morton, 2001). 
5) Disruption of noncoding RNA genes or conserved nongenic sequences 
Several  recent  studies  are  revealing  new  functions  for  noncoding  RNA  genes,  in 
particular  for microRNAs  (miRNAs),  found  to be  responsible  for  gene  expression  regulation. 
Rearrangements  in  these  regions  may  cause  the  loss  of  function  of  the  miRNAs,  and 
consequently affect the expression level of the miRNA target genes, that might be involved in 
cell cycle regulation or morphogenesis, and therefore lead to disease (Larson, 2009). 
 
As a consequence of these different mechanisms, also different abnormal results can 
be observed phenotypically. Given that only one copy of the gene is affected as a consequence 
of the rearrangements, the observed anomalies are generally due to haploinsufficiency or to a 
dominant negative effect.  In  the  cases where a  fusion gene  is  created,  the  chimeric protein 
may also lead to a dominant‐negative effect or a novel gain of function may occur. This is also 
true for trisomy cases, in which gene expression is due to an increase in gene dosage. On the 
other hand,  complete abrogation of  the gene product  is also possible  if  the non‐rearranged 
allele is imprinted or has a recessive mutation.  
These genetic rearrangements found  in cancer usually have an effect on two types of 
genes,  namely  oncogenes  and  tumor  suppressor  genes.  Proto‐oncogenes  are  normal  genes 
responsible  for  the  expression  of  proteins  involved  in  cell  cycle,  cell  differentiation  and 
programmed  cell  death  (apoptosis)  pathways,  which  at  a  certain  moment  can  undergo 
mutations.  The  mutated  proto‐oncogenes,  called  oncogenes,  are  typically  dominant 
mutations,  given  that  only  one mutated  allele  is  sufficient  to  predispose  the  cell  to  tumor 
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formation.  Oncogenes  promote  tumor  development  by  acquisition  of  new  properties 
disturbing  the pathways  in which  they are  involved, and  leading  to extreme cell growth and 
protection  against  apoptosis  (Croce,  2008).  Tumor  suppressor  genes  (TSG)  typically  have  a 
repressive  effect  in  the  regulation  of  the  cell  cycle  or  play  a  role  in  promoting  apoptosis, 
protecting cells from unrestrained growth. When TSGs suffer mutations, the result is a loss or 
reduction  of  normal  function,  and  consequently  may  lead  to  tumor  development.  It  is 
important  to  note  that  TSGs  usually  follow  the  “Two‐hit  hypothesis”, which  implies  that  in 
addition to a mutation  in one allele, a second mutation must occur  in the other allele of the 
gene, behaving as a  recessive mutation. However exceptions  can be observed  in genes  that 
exhibit haploinsufficiency, in which mutation of one allele is sufficient to disrupt the protein’s 
normal function (Sherr, 2004).  
 
Cytogenetic Studies 
 
Chromosomally  abnormal  rearrangements  are  observed  in  approximatly  40%  of  UL, 
showing tumor‐specific chromosomal aberrations. In contrast, the other 60% of the tumors are 
karyotypically normal although submicroscopic genomic variations may be present  (Rein et al., 
1998). The high number of chromosomally normal UL  together with  the clonality data suggest 
that cytogenetic abnormalities may be secondary changes  in tumorigenesis and that a primary 
genetic change may be responsible for tumor growth (Gross and Morton, 2001). Histologically, 
abnormal UL tend to be more cellular and to have a greater mitotic index, when compared with 
usual  type UL. The cytogenetic analyses of UL  further reveal  the heterogeneity of this disease, 
suggesting  multiple  mechanisms  responsible  for  UL  development,  although  some  common 
rearrangements can be observed and classified  into subgroups,  including t(12;14)(q14‐q15;q23‐
q24),  rearrangement  of  6p21,  and  del(7)(q22q32).  Cytogenetic  studies  attempt  to  identify 
specific  genes  involved  in  chromosomal  rearrangement  of  UL,  and  seek  to  understand  the 
diverse genetic pathways leading to UL pathogenesis (Morton, 2000). 
 
t(12;14) subgroup 
The most common chromosomal rearrangement present in UL, accounting for 20% of 
the tumors with karyotypically abnormalities, is a translocation involving chromosomes 12 and 
14, namely t(12;14)(q14‐q15;q23‐q24). Given that similar 12q rearrangements were observed 
in other benign  solid  tumors,  such as  lipomas,  further  supported  the  idea of a  critical gene 
involved  in  tumorigenesis  present  in  this  region.  Several  positional  cloning  studies  were 
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performed and ultimately a YAC clone was identified by FISH to map to the critical region and 
was  likely  to  include  the  critical  gene.  The  gene HMGA2 was  considered  a  candidate  gene 
mapped to this region, and was eventually identified by FISH and molecular experiments to be 
disrupted in chromosome 12q15 rearrangements in several other mesenchymal tumors (Fejzo 
et al., 1995). HMGA2 codes  for an architectural  factor belonging  to  the heterogeneous high‐
mobility group family of nonhistone DNA binding proteins. These proteins seem to affect gene 
activity  by  binding  to  the  minor  groove  of  AT‐rich  sequences  and  modulating  DNA 
conformation  that will  consequently  regulate  access of  transcriptional  factors  (TF)  to  target 
genes. Whether  the binding of TF  required  for  the expression of growth promoting genes  is 
facilitated or whether the binding of factors necessary for the activation of tumor suppressor 
genes  is  prevented,  the  growth  and  development  of  a  tumor may  be  enhanced  (Ligon  and 
Morton,  2000).  An  association  between  elevated  HMGA2  expression  and  cellular 
transformation  is  shown  by  in  vitro  studies  demonstrating  that  suppression  of  HMGA2 
expression causes  the  inhibition of cellular  transformation and  reversal of  the  tumorigenesis 
phenotype, which is consistent with a role of HMGA2 in the regulation of cellular proliferation 
(Berlingieri  et  al.,  1995).    The  majority  of  12q15  rearrangements  occur  outside  the  coding 
region of the gene, in particular between 10 to 100kb upstream of HMGA2, suggesting that the 
whole HMGA2  gene  is  re‐located  to  a  new  region  and  is  under  the  regulatory  influence  of 
another  gene.    However,  occasionally,  fusion  transcripts,  truncated  protein,  disruption  of 
HMGA2 regulatory regions, and breakpoints downstream of HMGA2 have also been reported 
(Sandberg,  2005).  It  can  be  argued  that  it  remains  to  be  determined  which  of  these 
mechanisms  constitutes  the  major  pathogenic  event  in  the  development  of  benign 
mesenchymal tumors. 
On  chromosome  14,  RAD51L1  is  the  candidate  gene  that  has  been  reported  to  be 
involved  in  the  t(12;14).  The  function  of  RAD51L1  involves  DNA  recombination  repair,  cell 
proliferation,  cell  cycle  progression,  and  apoptosis,  further  suggesting  a  possible  role  in 
pathogenesis. However, RAD51L1 is mapped to an area of ~700kb 5’ of the t(12;14) breakpoint 
that may potentially contain multiple other genes or regulatory elements that can also play a 
role in UL development (Schoenmakers et al., 1999). Thus, the mechanism of the chromosome 
14 breakpoint  still needs additional  research.  Furthermore, other partner genes  for HMGA2 
have  been  reported,  but  not  within  the  14q23‐24  breakpoint,  and  their  role  in  UL 
tumorigenesis also remains to be elucidated.  
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del(7q) subgroup 
This  subgroup  is  characterized  by  an  interstitial  deletion  on  chromosome  7, 
del(7)(q22q32),  and  is  particularly  common  in  leiomyomas.  Cytogenetic  analyses  show  a 
frequency  of  approximately  17%  among  all  karyotypically  abnormal  fibroids.  Genomic 
rearrangements  in chromosome 7 other than deletion have also been reported. For example, 
inversions and translocations specifically involving band 7q22, although not commonly seen in 
association with  the deletion, are of enormous value  to demonstrate  the  importance of  this 
region  in  UL  pathogenesis.  Also,  mapping  of  these  breakpoints  can  be  used  as  a  valuable 
resource  for  identification  of  the  predisposition  genes  involved  in  these  rearrangements 
(Sargent et al., 1994; Xing et al., 1997). This chromosomal  region has also been  found  to be 
rearranged  in  some  hematological  disorders  such  as  in  primary  acute  nonlymphocytic 
leukemia,  and  secondary  myelodysplastic  syndrome.  Although  associated  with  a  poor 
prognosis  and  resistance  to  therapy  in  certain  cases,  in  mesenchymal  tumors,  such  as UL, 
presenting with the same rearrangements, there appears to be no severe clinical significance, 
possibly indicating that the deletion breakpoint is tissue specific or molecularly heterogeneous 
(Lobel et al., 2006). 
Interestingly, when  in  culture, UL with  chromosome  7  abnormalities  are  commonly 
found  as  mosaics  with  46,XX  karyotypically  normal  cells.  These  cultures  also  appear  to  be 
highly  unstable  and  frequently  lose  the  chromosomally  aberrant  cells,  suggesting  tumor 
instability. These UL usually present as  smaller  in size when compared  to UL with a  t(12;14) 
translocation  or  karyotypically  normal  tumors,  suggesting  the  involvement  of  a  tumor 
suppressor gene with a role in cell growth regulation. This particularly anomaly can be present 
as  the  sole  alteration,  suggesting  a  possible  role  as  an  early  genetic  event  in UL  evolution. 
Del(7q) UL  can also be present  in  conjunction with other  karyotypic anomalies,  such as  the 
t(12;14) and in these cases, the chromosomally abnormal cells are more stable in culture. This 
may suggest that genes responsible for the 7q interstitial deletion may also be involved in the 
karyotypic evolution of UL (Sandberg, 2005). 
Refinement  of  the  del(7q)  pathogenetic  region  has  proven  challenging.  Initially,  the 
interstitial  deletion  characterized  as  q11.23‐36  was  narrowed  to  a  region  of  about  30Mb 
comprising  bands  7q22‐7q32,  through  numerous  karyotyping  studies.  Identification  of  the 
gene  band  7q22  as  the  minimal  cytogenetic  region  of  importance  was  possible  by  aCGH 
studies, and FISH analysis of  translocations breakpoints,  further  implicating  this  region  in UL 
pathogenesis. However, this region has a high density of genes, making difficult  identification 
of the UL‐specific gene (Hodge et al., 2009). Additionally, several  loss‐of‐heterozygosity (LOH) 
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analyses  using  polymorphic  microsatellites  markers  have  been  performed,  leading  to  the 
mapping of  inconsistent minimal regions and confusing tumor LOH maps. By referring to the 
March  2006  assembly  of  the UCSC  genome  browser  it was  possible  to  delineate  the most 
consistent overlapping  region, mapped  to bands 7q22.2‐q22.3 and  located between markers 
D7S2453  and  D7S501  (Sell  et  al.,  2005;  Vanharanta  et  al.,  2005;  Zeng  et  al.,  1997).  Other 
tumorigenic  targets  in  del(7q)  UL,  such  as  regions  7q31.1  and  7q34  have  recently  been 
suggested  to  play  a  role  in  a  subset  of  these  tumors,  however  additional  independent 
confirmation studies using  larger sample sizes are necessary (Ishwad et al., 1997; Vanharanta 
et al., 2007). Several candidate genes, such as CUX1, ORC5L, PAI1, PCOLCE and more recently 
LHFPL3, located in 7q22, have shown LOH or reduced gene expression, suggesting they might 
play  a  role  in  UL  development  in  the  tumors  showing  del(7q)  aberrations.  However,  no 
consistent evidence has been produced to support these candidates. 
 
6p21 rearrangement subgroup 
The 6p21  rearrangement  is observed with a  frequency of  less  than 5%, and  includes 
both inversions and translocations with numerous chromosomes, such as t(6;14)(p21;q24) and 
t(6;10)(q21;q22)  (Sandberg,  2005).  It  has  also  been  observed  in  several  other  types  of 
mesenchymal  tumors  and  in  a  much  higher  frequency  than  in  UL.  In  these  cases,  the 
rearrangement most often  involves  the  translocation  t(6;14) with band  14q23‐q24  as  in UL 
t(12;14), opposite to UL cases where abnormalities  involving this same partner as  in t(12;14) 
are rarely observed (Kazmierczak et al., 1998). After HMGA2 was identified in the pathogenesis 
of a subgroup of UL, a high‐mobility group gene (HMGA1) present  in the 6p21 region rapidly 
become  an  attractive  candidate  gene  for  fibroids.  Fish  experiments  confirmed  HMGA1 
involvement  in a case  in which a single clone was found to span the breakpoint  in a complex 
UL involving 6p21 (Williams et al., 1997).  
 
Chromosome 1 subgroup 
  Structural rearrangements of chromosome 1 often involve ring chromosome formation, 
but  are  usually  present  concomitantly  with  other  chromosomal  changes,  and  may  be 
considered to be secondary abnormalities. Other nonrandom structural abnormalities  involve 
region 1p36 or deletion of short arm, along with monossomy 19 or 22.  Interestingly, another 
member of  the HMG  family, HMG17,  located at 1p35, was  found deleted  in UL presenting a 
ring  chromosome  (Polito  et  al.,  1999).  Recently,  the  fumarate  hydratase  (FH)  gene  was 
mapped  to  bands  q42q44,  and  found  to  predispose  to  multiple  fibroids,  cutaneous 
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leiomyomata and renal cell carcinoma. FH is a housekeeping gene that encodes for an enzyme 
involved  in  the  tricarboxylic acid  cycle, and  is  important  in energy metabolism. Although FH 
appears  to  act  as  a  tumor  suppressor,  its  association with  smooth muscle  tumors  remains 
unclear (Tomlinson et al., 2002). 
 
Chromosome 10 subgroup 
Chromosome 10 aberrations occur in approximately 5% of karyotypically abnormal UL, 
with most rearrangements appearing as translocations between 10q22 and chromosomes 4, 6, 
or  12. Deletions,  such  as  del(10)(q22q24),  however,  have  also  been  observed  in UL  as  has 
monosomy 10. More recently, MORF has been shown to be disrupted  in four UL with 10q22 
breakpoints, with three of the tumors exhibiting a t(10;17)(q22;q21). MORF encodes a histone 
acetyl  transferase  enzyme  that  is  involved  in  chromatin  remodeling.  Expression  patterns  of 
MORF, identification of the partner gene on chromosome 17, biological function of the fusion 
transcript, and correlation of the type of UL histological variant with MORF mutations remain 
to be determined (Moore et al., 2004). 
 
Minor cytogenetic groups 
Numerous  other  cytogenetic  abnormalities  have  been  described  in  UL,  although  at 
much  less  frequency  than  the  rearrangements  described  above. Among  these,  changes  are 
reported  to  involve  chromosomes X, 1, 3, 13 and  trisomy 12. Although both  long and  short 
arms of chromosome X can be rearranged,  the region Xp11‐p22 appears  to be preferentially 
involved, and has been suggested to contain an HMGA1‐like sequence, but further assessment 
is needed for potential aberrant expression of this gene  in UL. On chromosome 3,  insertions, 
long and short arm deletions, and  translocations with chromosome 7 have all been  found  in 
UL. Involvement of the long arm of chromosome 3 as the sole abnormality present in some UL 
suggests the presence of a gene involved in UL development. Rearrangements of chromosome 
13 are  frequently  seen as deletions affecting  the  long arm, and  can occur  singularly or with 
other rearrangements, and translocations involving this chromosome have also been reported. 
It  is  thought  that  deletions  of  13q  as  the  sole  abnormality may  play  a  primary  role  in  the 
formation of some UL. Although no genes on chromosomes X, 3 or 13 have yet been identified 
as having  a definitive  role  in UL  formation,  they no doubt  exist  and  await discovery. While 
deletions such as this generally result  in a  loss of gene expression, trisomies, such as trisomy 
12, have also been reported. In these cases, the presence of an extra copy of chromosome 12 
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may  increase  the  level  of  HMGA2  and  increase  the  gene  product  that  is  involved  in  UL 
development (Ligon and Morton, 2000; Lobel et al., 2006; Sandberg, 2005). 
 
Cytogenetic approaches 
 
The normal human genome is comprised of 46 chromosomes, consisting of 22 pairs of 
autosomes  and  1  pair  of  sex  chromosomes.  Definitive  identification  of  the  different 
chromosomes  was  only  possible  with  the  development  of  banding  techniques  in  the  late 
1960s.  Treatment  of  chromosome  preparations  with  chromatin  stains  revealed  alternating 
dark  and  light  stained  regions  along  the  length  of  each  chromosome.  The  banding  pattern 
produced  is  specific  for each chromosome pair,  therefore enabling  identification not only of 
individual chromosomes but also of regions within each chromosome. Thus, banding methods 
allow  the  identification  of  different  chromosomes  by  their  relative  size,  position  of  the 
centromere and pattern of bands. An example of a banding method  is G‐banding, one of the 
most  commonly  used  methods.  In  G‐banding,  following  proteolytic  digestion  typically  with 
trypsin, AT‐rich heterochromatic regions stain darkly whereas GC‐rich euchromatic regions are 
pale. Cytogenetic studies are usually performed  in metaphase chromosomes of somatic cells, 
when  the  chromatin  is  greatly  condensed.  The  banding  patterns  can  be  used  to  identify 
chromosomal rearrangements, such as translocations, as visualization of the abnormal banding 
pattern  is apparent, when compared  to  the normal pattern  (Rooney, 2001). The  information 
from sequence specific banding methods  today has been  facilitated by  implementation of  in 
situ hybridization techniques, especially fluorescence in situ hybridization (FISH). Nonetheless, 
chromosome banding is still broadly applied in cytogenetics diagnostic, as it allows a genome‐
wide  identification  of  balanced  and  unbalanced  rearrangements  present  in  single  cells  at  a 
relatively low cost. 
Traditionally,  conventional  cytogenetics  using  banding  methods  was  used  to  study 
chromosomal  rearrangements and a disease  locus  could be assigned  to a  cytogenetic band. 
However,  resolution of  the breakpoint mapping would  range  from 2  to 5 Mb and  laborious 
positional cloning approaches were still necessary to  identify the exact affected genes  (Heim 
and Mitelman, 2009). Recently, with the sequencing of the human genome and the availability 
of the precisely mapped BAC libraries, rearrangement breakpoints can now be localized to less 
than 100kb in a few weeks and a quick search of the UCSC Human Genome Browser, or other 
browsers  such  as  Ensembl  Cytoview  and  the NCBI Map‐viewer, will  show  all  known  genes, 
mRNAs and ESTs present  in the region. Molecular cytogenetic approaches using a wide range 
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of  labeled DNA  clones by FISH and high  resolution array  comparative genomic hybridization 
(aCGH) allow a more precise and rapid localization of the breakpoints. 
Molecular cytogenetics merged from the observation that complementary sequences 
hybridize with  higher  stability  than  non‐complementary  sequences. One  of  the  fastest  and 
simplest  methods  to  assess  genetic  anomalies  present  in  cancer  samples  is  FISH.  This 
technique allowed an  increase  in the resolution at which chromosome rearrangements could 
be  detected  when  compared  to  conventional  chromosome  banding,  ranging  from  50kb  to 
100kb. The basic principles of FISH consist of the chemical coupling of a fluorochrome to a DNA 
probe,  through numerous  strategies,  such as nick  translation. These DNA  sequences  can be 
easily chosen  from BAC and  fosmid  libraries available  in  internet‐browsers such as  the UCSC 
genome browser, and are available for almost any genomic region. The probe and target DNA 
are  then  denatured  to  yield  ssDNA  and  are  hybridized  to  allow  the  annealing  of  the 
complementary genomic sequences and the signals can then be evaluated with  fluorescence 
microscopy  (Speicher  and  Carter,  2005).  Applying  a  strategy  where  different  but  closely 
mapped  clones are  studied,  translocation breakpoint  regions can be narrowed  to  regions as 
small  as  a  few  kilobases  (for  example:  (Moore  et  al.,  2004)).    However,  this  method  may 
present several disadvantages. For example, if a translocation region falls into one end of the 
DNA  probe,  it  is  very  unlikely  that  a  difference  in  fluorescence  intensity  is  noticed,  and 
therefore  the  split  signal  might  not  be  detected.    Also,  an  a  priori  knowledge  of  the 
chromosomal  imbalance  involved  is  necessary,  because  DNA  probes  have  to  be  selected 
depending on the chromosomal location under study.   
More recently, array CGH has become one of the promising technologies allowing the 
study of genomic copy number losses and gains. The method consists in differentially labeling 
of  a  tumor  specimen  in  analysis  (test  DNA)  and  a  control  sample  (reference  DNA)  with 
fluorochromes.  Afterward,  they  are  both  co‐hybridized  and  will  compete  for  the 
complementary hybridization site present in the array slide. The relative fluorescence intensity 
ratio at each mapped clone  is analyzed, and will  reflect  the difference  in DNA copy number 
between the two samples. Thus, regions of gain or loss in the tumor under study will be over 
or underrepresented by their respective fluorescence intensities at each individual spot of DNA 
present in the array (Morrison, 2006). This method shows an increased resolution compared to 
conventional  CGH  where  both  labeled  samples  are  hybridized  against  metaphase 
chromosomes. Another  advantage  is  that  it  can  be  automated  for  high‐throughput  studies. 
Initially,  arrays were  constructed with  large  scale  clones,  but were  rapidly  followed  by  the 
construction of oligonucleotides arrays,  containing as many as ~900.000 elements  (with  the 
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new 1Million  feature platform  from Agilent), allowing detection of genomic  variations of as 
small as ~5kb in size (Barrett et al., 2004).  Use of this technology has shown that copy number 
variation (CNV) is a common feature of the human genome that may contribute to phenotypic 
variation  in the general population. With the use of these new tools, gene discovery through 
cytogenetics has become a highly effective strategy.  
 
Objectives 
Cytogenetic  analyses  have  been  fundamental  in  gene  discovery  efforts  in  human 
diseases, and especially in human neoplasms. There are a large number of rearrangements yet 
to be cloned, and given the current and evolving biological resources in terms of BACs and DNA 
sequences, successes  in positional cloning can be  rapidly achieved. Aberrations  in neoplastic 
cells are selected for their role in the pathology of the tumor and therefore, even uncommon 
rearrangements  can  provide  valuable  insight  into  biological  pathways  through  their 
annotation.  Expansion  of  a  tissue  bank  and  database  of  UL  will  facilitate  further  positional 
cloning efforts, and will  increase  the value of  this bank as a  resource  for genotype‐phenotype 
correlations and for understanding the biology of the tumors relative to changes in gene integrity 
and/or expression. 
Therefore,  the main goal of  this study was  to collect, process, and karyotype  tumors 
from black and white women to  further expand  the UL tissue bank and database. Additional 
cytogenetic  studies,  such  as  FISH  and  aCGH were  performed  in  samples  found  to  have  an 
uncommon  rearrangement  that might  lead  to  the  finding of a new gene at  the breakpoints 
involved in UL development. From the 33 tumors collected, four of them were further studied, 
however so far, no gene has been identified and associated for the development of the tumor 
in question.   
An unexpected result from one sample  in project 1 showed a small deletion on band 
7q34 as the sole rearrangement, involving only two genes, BRAF and MRPS33. This became an 
intriguing finding based on a recent study from Vanharanta et al. (2007), which reported the 
discovery of two tumors with a deletion on 7q34, and raises the hypothesis of a new subgroup 
in UL. Given that the small deletion falls into the 1.69 Mbp deletion reported, BRAF may be a 
new candidate gene for this region. To determine whether this deletion could be  involved  in 
other  tumors, we propose  a  screening  for deletion  in  the  gene of  interest,  by  FISH,  in  270 
tumors available in our UL tissue bank. 
From  the  cases under  study  in project  1  several  tumors  showed  rearrangements of 
chromosome 7. That, and given that del(7q)  is one the most common abnormalities found  in 
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UL,  increased  the  interest  in  this  chromosome  and  led  to  a  second  project.  Several  recent 
studies tried to map the minimal common deleted region from del(7q) tumors to band 7q22 
and expression profiling studies were made  in an effort to  find some of the candidate genes 
involved  in  these  tumors.  However,  no  gene  has  been  found  so  far.  A  different  possible 
approach consists in mapping the breakpoints of tumors that have translocation in band 7q22. 
Using our UL database and tissue bank, we found five tumors of  interest, three of which had 
material  available  to do  further  studies. Although  FISH  could not be performed  to map  the 
breakpoints, we  took  advantage  of  the  new  technologies,  such  as  aCGH,  to  examine  these 
rearrangements.  
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Material and Methods 
 
Clinical Material 
 
UL  samples  studied  in  project  1 were  obtained  from  surgical  specimens,  from  both 
black  and  white  women,  at  Brigham  and  Women´s  Hospital  (BWH)  through  a  Partners 
HealthCare IRB‐approved protocol. UL samples studied in project 2 were chosen from an IRB‐
approved UL  tissue  bank  from women  of  25‐50  years  old  that  underwent myomectomy  or 
hysterectomy  at  BWH.  Consented  patients  also  completed  detailed  epidemiological 
questionnaires including clinical, reproductive, sexual, dietary, and family history. A section of 
UL was obtained in conjunction with a pathologist. For each tumor, a portion of the tissue was 
placed  in  10%  formalin  in  neutral  buffer  for  histologic  diagnosis,  and  another  portion  was 
disaggregated and incubated in collagenase, while the remaining tissue was frozen at ‐80ºC for 
DNA and RNA extraction. Following overnight  incubation  in collagenase, some disaggregated 
material was plated on coverslips (for karyotyping), some was fixed with methanol/acetic acid 
(for interphase nuclei FISH experiments) and the remaining was frozen in 10% DMSO in liquid 
nitrogen.  Tumor  cells  grown  on  the  coverslips  allow  in  situ  analysis  of  cell  colonies  for 
assessment of  chromosomal mosaicism, which was performed within 3‐5 days  after  culture 
initiation. Cover  slips were harvested using  a  robotic harvester  and metaphases banded  for 
analysis  by  the  GTG  method  (trypsin‐Giemsa  banding).  The  karyotype  was  interpreted  in 
accordance  with  the  recommendation  of  International  System  for  Human  Cytogenetic 
Nomenclature (2009) (Appendix Fig.1). 
 
Fluorescence In Situ Hybridization 
 
Bacterial Artifical Chromosomes (BACs) and fosmids clones for breakpoint mapping of 
chromosomal  rearrangements  were  selected  using  the  University  of  California  Santa  Cruz 
Biotechnology  Genome  Browser  and  Database  (http://genome.ucsc.edu)  (March  2006 
assembly). BACs  from the RP11  library and  fosmids  from the wI2  library were obtained  from 
the BACPAC Resource Center at  the Children’s Hospital Oakland Research  Institute  (Oakland, 
CA)  (http://bacpac.chori.org/).  DNA  was  isolated  from  bacterial  cultures  using  a  standard 
protocol consisting of alkaline lysis, neutralization and ethanol precipitation (QIAGEN, Valencia, 
CA).  Isolated  DNA  was  labeled  directly  with  either  Spectrum  Green‐  or  Spectrum  Orange‐
conjugated dUTP, using the Abbott Molecular Nick Translation Kit (Abbott Laboratories, Abbott 
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Park,  IL).  Cot‐1 DNA was  added  to  suppress  repetitive  sequences  and  probes were  ethanol 
precipitated and resuspended in hybrisol containing 50% formamide. For each case, interphase 
and/or  metaphase  chromosome  preparations  were  prepared  on  glass  slides  followed  by 
dehydration  in an ethanol series and probe application. Both probes and chromosomes were 
denatured  simultaneously  at  80ºC  for  1 min  and  incubated  overnight  at  37ºC  in  a HYBrite 
machine  (Abbott  Molecular/Vysis).  Slides  were  washed  in  0.4xSSC+0.3%Tween  at  72ºC  for 
2min,  2xSSC+0.1%Tween  at  RT  for  1min  and  1xPBD  at  RT  for  2min  and  4’,6’‐diamidino‐2‐
phenyl‐indole  hydrochloride  (DAPI)  was  used  as  counterstain.  Hybridization  results  were 
assessed with a Zeiss epifluorescence microscope and images were acquired with a CytoVision 
imaging system (Applied Imaging, Santa Clara, CA). 
 
 
DNA Isolation 
 
For  each  tumor,  genomic  DNA  was  extracted  from  frozen  tissue  using  the  DNeasy 
Tissue  kit  following  the  standard  protocol  provided  (Qiagen  Incorporated,  Valencia,  CA) 
according to the manufacturer´s instructions. Quantity and purity of the DNA was assessed on 
a Nanodrop spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE). 
 
Array Comparative Genomic Hybridization (aCGH) Analysis 
 
Genomic DNA from ST08‐007 and ST08‐008 was evaluated using Agilent Human 244K 
CGH microarrays, while genomic DNA from other tumor samples were assessed using Agilent 
Human 1M CGH microarrays consisting of 60‐mer oligonucleotides spaced at 8.9 kb or 2.3 kb, 
respectively  (Santa Clara, CA). Briefly, DNA was digested with  restriction endonucleases and 
each  tumor  sample  was  labeled  with  Cy5  and  the  reference  sample  with  Cy3,  using  the 
Bioprime  Labeling Kit  (Invitrogen).   The  labeled DNA was washed and quantified, and equal 
amounts of tumor samples and reference sample were combined and mixed with Cot‐1 DNA, 
blocking agent and hybridization buffer. The DNA mixture was hybridized to the Human Agilent 
244K or 1M  arrays  for 40h,  followed by washing  and  array  scanning using  the Agilent DNA 
microarray Scanner. Feature extraction was performed using the Feature Extraction software 
v9.5  (Agilent) and  subsequently  FE  files were  imported  into  the DNA Analytics  software 4.0 
(Agilent). Data was analyzed for copy number variation using the ADM‐2 algorithm with a 6.0 
threshold, a 5 consecutive probe and > 0.5 absolute log ratio filter, and fuzzy zero correction. 
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Results and Discussion 
 
Project 1 – Expansion of UL database and tissue bank and characterization of abnormal 
tumors 
 
The  importance of  this study regards  the expansion of a UL database and  tissue bank, 
through collection and processing biological material from several different UL, with an essential 
value for UL development and/or progression gene discovery studies. UL are very heterogeneous 
tumors, presenting various rearrangements. As UL  is the most common benign smooth muscle 
tumor, and is often present as more than one tumor per uterus, it provides a valuable model for 
the  identification  and  characterization  of  genes  involved  in  smooth  muscle  neoplasms.  Our 
experimental plan allows us to collect the tumors from consented patients, both white and black 
women,  perform  tissue  culture  to  obtain  metaphase  cells  and  to  do  a  karyotype  analysis 
(Appendix Fig.1). The collected  tumor samples and respective karyotypes are presented below 
(Table  1).  Further  molecular  cytogenetic  studies  were  performed  in  tumors  presenting 
uncommon rearrangements. 
 
Table 1 – Specimens collected and karyotypes obtained for each of the UL.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B – Black women; W – White women 
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Because black women often present larger and numerous tumors compared to 
white  women,  it  is  important  to  distinctly  characterize  the  genetic  differences 
associated with UL development between both ethnic groups. In the present study,  it 
is evident  that  the  frequency of  abnormal  tumors  found did not  reflect  the median 
values  from other studies. From  the 33  tumors karyotyped, only 21%  (7/33) showed 
chromosomal abnormalities, with del(7q)  tumors representing only 6%  (2/33). As we 
intended  to  further  expand  our UL  database with  black women  tumor  studies  and 
information, it has been proven clear that black women show less tumor chromosomal 
abnormalities, in particular novel abnormalities.  
 
Case 1 ‐ ST09‐010  
 
The ST09‐010 tumor karyotype shows several abnormalities  including, a translocation 
between chromosomes 6 and 16, an interstitial deletion of chromosomes 7 and 15, loss of one 
X chromosome, and an extra marker  (a portion of a chromosome that cannot be  identified): 
46,X,‐X,t(6;16)(q12;q24),del(7)(q11q22.1),del(15)(q14q21),+mar (Figure 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1 – Representative GTG‐banded karyotype: 46,X,‐X,t(6;16)(q12;q24),del(7)(q11q22.1),del(15)(q14q21),+mar.
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The  first  step  in determining which genes are disrupted by  the  translocation was  to 
choose  bacterial  artificial  chromosomes  (BACs)  in  the  region  of  the  breakpoints  to  use  as 
probes for fluorescence  in situ hybridization (FISH) experiments. This was accomplished using 
chromosome  maps  found  on  the  UCSC  website  (http://genome.ucsc.edu).  Through 
chromosome walking, several sequential FISH experiments were performed with these BACs, 
in  an  attempt  to  identify  the  BAC  that  hybridized  to  the  normal  chromosome  and  both 
derivative chromosomes, and  thus designated as containing  the  sequence of  the breakpoint 
region.  
FISH experiments were initially performed on metaphase chromosomes to confirm the 
translocation between chromosome 6 and 16, using BAC clones RP11‐719G8 and RP11‐779F13 
located  to,  chromosome  band  6q13  and  16q24.2,  respectively  (Figures  2a  and  2b).  The 
sequence of clone rp11‐779F13 was mapped centromeric  to  the breakpoint on chromosome 
16,  while  clone  rp11‐719G8  was  mapped  telomeric  to  the  breakpoint  in  the  derivative 
chromosome 16, confirming  the  translocation between  these  two chromosomes. Given  that 
no  more  metaphases  were  available  for  this  case,  interphase  cells  were  used  to  perform 
chromosome walking and map  the breakpoints. Because  the probe on  chromosome 16 was 
closer  to  the  end  of  the  chromosome,  our  approach  was  to  use  BAC  RP11‐719G8  on 
chromosome  6  together with  several  different BACs  to walk  along  chromosome  16,  until  a 
clone was identified mapping telomeric or within the breakpoint (Figure 2c).  BAC clones RP11‐
962B1, RP11‐142N21, RP11‐614O8, RP11‐349M7, and RP11‐417N6 (the last clone available for 
chromosome  16q),  were  used  however,  despite  the  efforts  to  optimize  the  technique, 
involving changes  in DNA and  label concentrations, and different hybridization temperatures, 
the  results  were  constantly  inconclusiveSeveral  recent  studies  have  revealed  that  some 
presumably balanced chromosomal rearrangements actually have cryptic microdeletions at or 
near the rearrangement breakpoints(Kim et al., 2008). The next step was then to perform an 
array  based  comparative  genomic  hybridization  (aCGH)  with  1M  Agilent  Technology.  No 
microdeletions were  detected on  either  chromosome  6 or  16  confirming  this  is  a balanced 
translocation. However, this array experiment allowed the exact location of the breakpoints of 
the deleted  regions  in  chromosomes 7 and 15  to be  identified and  showed  the presence of 
part of chromosome X, resulting  in revision of the karyotype and elucidation of the origin of 
the marker chromosome (Appendix, Table 1).  
Given that the aCGH results did not allow us to narrow the region of the breakpoints 
for t(6;16), disaggregated cells kept in 10% DMSO in liquid nitrogen where thawed and grown 
directly  in chamber slides,  in an attempt to obtain metaphase chromosomes to perform new 
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FISH experiments.  However, only 46,XX cells were obtained, which was not surprising given UL 
are frequently mosaics with 46,XX cells and specifically those with del(7q) are often difficult to 
maintain  in  culture.  Therefore,  more  precise  mapping  of  the  breakpoints  could  not  be 
determined.   
 
a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b 
c  
Fig.  2  –  (a) An  abnormal metaphase  cell with  the 
6;16  translocation.  FISH  was  performed  using 
719G8  (green  signal)  and 779F13  (red  signal) BAC 
probes. The normal chromosome 6 shows a green 
signal,  the  normal  chromosome  16  shows  a  red 
signal,  and  the  derivative  chromosome  16  shows 
both  green  and  red  signals.  (b)  Schematic 
representation  of  location  of  BAC  clones  RP11‐
719G8  in  chromosome  6  and  RP11‐779F13  on 
chromosome  16.  (c)  Relative mapping  location  of 
BAC clones used in chromosome walking approach. 
From centromere  to  telomere: RP11‐962B1, RP11‐
142N21,  RP11‐614O8,  RP11‐349M7,  and  RP11‐
417N6. 
 
Nonetheless, this tumor presents other rearrangements that are consistently observed 
in  UL,  such  as  the  interstitial  deletion  7  and  deletions  of  the  short  and  long  arms  of 
chromosome  X.  Interestingly,  the  telomeric  breakpoint  of  the  deletion  in  chromosome  7 
disrupts the gene CUTL1/CUX1, located in band 7q22, which has been previously suggested as 
a possible gene implicated in the del(7) UL and has been reported to be altered in a number of 
breast cancers cell  lines (Goulet et al., 2002). Cux1 encodes a transcriptional factor belonging 
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to  the  homeodomain  family  of  DNA  binding  proteins  and  is  involved  in  the  control  of 
proliferation, morphogenesis,  and differentiation. CUX1  can bind  to  the promoter  region of 
target genes at the CCAAT box and  interact with histone acetyl coactivators, for activation of 
its  target  genes.  Cux1  may  express  six  distinct  protein  isoforms,  which  contain  a  Cut 
homeodomain  and  one,  two  or  three  Cut  repeats,  presenting  different  DNA  binding  and 
transcriptional  properties  (Nepveu,  2001).  Although  the  full‐length  protein,  p200,  is  only 
involved  in  transcriptional  repression,  the  shorter  isoforms,  p110,  p90,  p80  and  p75,  can 
function as repressors or activators, depending on the promoter of the target genes. Except for 
p75, which is a product of a mRNA that is initiated at a transcription starting site within intron 
20, the other isoforms are generated by proteolytic processing of the full‐length mRNA (Goulet 
et al., 2008). 
The hypothesis that CUX1 could be  the candidate tumor suppressor gene  involved  in 
del(7q) UL development was suggested by a study showing that CUX1 binds to MYC promoter 
acting as a  transcriptional  repressor. Given  that MYC  is  the proto‐oncogene most  frequently 
altered  in tumors, together with several studies reporting the presence of CUX1 sequence  in 
the  smallest  commonly  deleted  region  of  chromosome  7,  suggest  that  CUX1 may  act  as  a 
tumor suppressor gene (Ishwad et al., 1997; Zeng et al., 1997). Furthermore CUX1 is known to 
be a negative regulator of  transforming growth  factor beta receptor 1  (TGFB1) expression, a 
receptor known  to be  important  in UL  (Lee and Nowak, 2001).  Loss of heterozigosity  (LOH) 
analysis  using  polymorphic  markers  showed  LOH  for  the  marker  D7S666  located  in  close 
proximity with  CUX1,  further  supporting  an  important  role  for  CUX1  (Ishwad  et  al.,  1997). 
However, despite these results and, even though Zeng et al (1997) reported the detection of a 
decrease in mRNA expression in 8 out of 13 tumors, a study performed by (Moon et al., 2002) 
showed that most UL express a higher  level of CUX1 proteins,  in particular the proteolytically 
processed  isoforms.    CUX1  activity  is  known  to  be  upregulated  in  cells  entering  S  phase, 
coinciding with activation of the proteolytic process of CUX1, suggesting that the presence of 
an  increased  level of smaller CUX1  isoforms may be selected  in tumor cells and may account 
for  the  high  proliferation  rate  of UL  (Nepveu,  2001).  Studies  performed  in  transgenic mice 
expressing  p110  and  p75  isoforms  corroborate  these  findings,  showing  an  increment  in 
susceptibility  to cancer  in various  tissues. Moreover,  in vitro studies  in numerous cancer cell 
lines  show  consistent  findings,  for  example,  constitutive  expression  of  short  CUX1  isoforms 
accelerates  cells  entering  S  phase  and  increases  cell  proliferation,  suggesting  CUX1  may 
contribute to tumor development and progression (Sansregret and Nepveu, 2008). In addition, 
any  event  dysregulating  the  proteolytic  process  of  CUX1  is  likely  to  provide  cells  with  a 
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proliferative  advantage;  however,  the  mechanisms  that  favor  short  isoforms  expression  in 
cancer cells remain to be elucidated.  
In ST09‐010,  the breakpoint disrupting CUX1  is mapped  to  in  the second  intron, and 
consequently CUX1  is missing  the  first  two coding exons and any 5’ cis regulatory regions.  It 
can be postulated that expression of the p75  isoform, with starting position within  intron 20, 
may occur and, as described, binds more stably to the DNA and is associated with cell growth 
disregulation,  leading  to  tumorigenesis.  It  is  important  to  notice  however  that many  other 
genes are deleted  in  chromosomes 7, 15 and X and may also play an  important  role  in  the 
development  and/or  progression  of  this  particular  tumor.  Furthermore,  although  the 
breakpoint  regions  of  t(6;16)  could  not  be  mapped,  this  tumor  will  be  preserved  in  our 
database  and  tissue  bank,  and  might  be  further  studied  in  the  future  as  it  might  have  a 
significant  value  to  uncover  an  important  novel  gene(s)  in  either  chromosome  6  or  16 
associated with UL development.  
 
Case 2 ‐ ST08‐007 
 
The ST08‐007 tumor karyotype presents a translocation between chromosomes 3 and 
8, and a possible deletion of a region of chromosome 3 due  to an unbalanced translocation:  
46,XX,t(3;8)(q24;q26),del(3)(q21q26) (Figure 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 – Representative GTG‐banded karyotype: 46,XX,t(3;8)(q24;q26),del(3)(q21q26). 
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FISH experiments were performed on metaphase cells using the available commercial 
probe, Vysis LSI MYC Dual Color, Break Apart Rearrangement Probe (Vysis Inc., Downers Grove, 
IL,  catalog  #32‐191096),  as  an  initial  attempt  to  map  the  breakpoint  on  chromosome  8, 
centromeric or telomeric to 8q24 (Figure 4a). Surprisingly, the results showed a split of the red 
signal  (Figure  2b).  From  the  probe  localization  information  it  was  possible  to  map  the 
breakpoint  to  a  region  of  ~260kb,  occurring  approximately  between  120  and  380kb 
centromeric to MYC.  
 
 
a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 b 
Fig. 4  ‐ (a) Schematic  representation of  location of 
MYC  break  apart  probe  on  chromosome  8,  which 
consists  of  a  proximal  (centromeric)  probe  (red 
signal) and a distal (telomeric) probe (green signal). 
(b)  An  abnormal  metaphase  cell  with  the  3;8 
translocation.  FISH  was  performed  using  a  break 
apart  MYC  rearrangement  probe.  The  normal 
chromosome  8  shows  a  red/green  fusion  signal, 
whereas  the  abnormal  derivative  chromosome  8 
presents  only  the  centromeric  (red  signal)  probe 
that appears  to be broken and  translocated  to  the 
derivative chromosome 3 (red/green fusion signal). 
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The  role  of  c‐myc  in  the  development  of  numerous  cancers  is well  known,  such  as 
Burkitt  lymphoma, diffuse  large‐cell  lymphoma, and acute T‐cell  leukemia  (Joos et al., 1992).  
MYC proteins belong  to a  family of  transcriptional  factors known as basic  region helix‐loop‐
helix  leucine zipper protein  (b‐HLH‐zip), and can be expressed  in two  isoforms, p64 and p67. 
MYC  is  involved  in  regulation of  the expression of  several  target genes,  through binding on 
consesus DNA sequences designated Enhancer Box sequences (E‐boxes), specific to CACA/GTG 
sequences,  and  through  mechanisms  of  histone  acetylation.  MYC  is  always  present  as  a 
dimeric protein, coupled with MAX, another b‐HLH‐zip protein, however MAX proteins  levels 
compared  to  MYC  are  increased,  allowing  the  formation  of  MAX  homodimers  and 
heterodimers with another b‐HLH‐zip protein, designated MAD1. Max/Mad1 heterodimers are 
involved  in  transcriptional  repression,  and  bind  to  the  same  E‐boxes  sequences,  thus 
competing  with  MYC/Max  heterodimers  (Adhikary  and  Eilers,  2005).    Myc  acts  on  several 
target  genes  and has many different biological effects,  as  it  is  known  to be  involved  in  cell 
growth and apoptosis, being predominantly present in proliferating cells.  
MYC  is found to be altered by chromosomal translocation and amplifications  in many 
human cancers, such as breast, colon and ovarian cancers, leading to unrestricted cell growth, 
inhibition  of  cell  differentiation,  and  genomic  instability.  Breakpoints  in  MYC  are 
heterogeneous and can occur within the gene or in the regulatory regions, or at some distance 
from MYC,  both  in  upstream  and  downstream  sequences,  leading  to  disregulation  of  MYC 
expression (Shou et al., 2000).  
In this UL, the breakpoint on chromosome 8 was mapped to a region between ~120 to 
~380kb  upstream  of MYC.  Several  in  vitro  studies  performed  in  cancer  cell  lines,  reported 
translocation  breakpoints  upstream  MYC,  ranging  from  a  few  Kb  to  more  than  500kb.  For 
example,  Joos et al  (1992)  report a  region of 20kb, containing breakpoints  for  four different 
cells  lines,  located between 170‐190kb upstream MYC. Also,  (Veronese et al., 1995) map the 
breakpoints of two other Burkitt lymphoma cell lines within the same region upstream of MYC. 
In  addition  to  the  involvement  of  this  particular  region  in  translocation  of  some  cancers, 
several  recent GWAS and  linkage studies associate variants  in  this  region with both prostate 
and  breast  cancer.  Amundadottir  et  al.,  (2006)  report  a  significant  association  of  prostate 
cancer  risk  to  the  rs1447295 A  alleles,  located within  the breakpoint  region. More  recently 
Yeager et al., (2009) another marker, rs620861, also associated with prostate cancer risk. Two 
other variants were also mapped to this region, rs672888 and rs6983267, and are associated 
with  susceptibility  for breast cancer, and prostate and colorectal cancer,  respectively. These 
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findings  together  suggest  an  important  role  for  this  region  upstream  of  MYC  in  disease 
development.  
 
Breakpoint mapping of chromosome 3 
 
Because rearrangement of chromosome 3, in particular deletions of the long arm, are 
common in UL it was important to attempt to map the breakpoint on chromosome 3 involved 
in the translocation that could  lead to the discovery of an  important gene  in this region. The 
karyotype of  this UL appears  to  involve an unbalanced  translocation with deletion of part of 
the  long  arm  of  chromosome  3.  Taking  advantage  of  the  new  molecular  cytogenetic 
approaches, an array 244k from Agilent Technology was performed, in an attempt to map the 
deletion  breakpoints  that  could  lead  us  to  a  specific  region  from  which  further  FISH 
experiments could be performed to confirm involvement in the translocation.  
Surprisingly, no deletion of chromosome 3 was detected, and a gain of part of the long 
arm of chromosome 7 was observed, including the DNA sequence commonly deleted in del(7q) 
UL. Four explanations can be given for the non detection of a deletion on 3 (Appendix, Table 
2). Given that UL often present 46,XX normal cells together with the karyotypically abnormal 
cells,  it  might  be  that  the  level  of  mosaicism  was  too  low  to  be  detected  through  aCGH 
methods.  Another  possibility  is  that  the  fraction  of  frozen  tissue  from  which  DNA  was 
extracted was only composed of normal 46,XX cells. Since five tumors were collected from the 
same patient, and that tumor for DNA extraction or for tissue culture are labeled into different 
tubes for each sample, a mis‐labeling of samples  is a consideration. Lastly,  it may be that the 
tumor presents  in fact a balanced t(3;8). Regarding the gain of chromosome 7 observed,  it  is 
likely  that  this observation  corresponds  to  a deletion 7 of  the matched patient  tumor DNA 
used as reference, although not detected in the karyotype of that UL. Results and discussion of 
this issue are described below, in “Case 3 – ST08‐008” section.  
Given that the potential region of breakpoint on chromosome 3 was too large to map 
and that the specific location of the breakpoint on chromosome 8 was known, it was expedient 
to follow a different approach than mapping chromosome 3 by FISH experiments. Several PCR‐
based  methods  exist  for  walking  from  a  known  region  to  an  unknown  region,  allowing 
characterization of the DNA without previous knowledge of its sequence. The approach chosen 
was  based  on  other  previous  studies  performed  by  our  group,  in  a  different  project, 
Development Genome Anatomy Project  (DGAP), by  implementation of suppression PCR. The 
concept of  the approach  consists  in using different BACs available  for  the  known  region on 
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chromosome 8 to try to limit the breakpoint region to an area as small as possible, followed by 
digestion  with  different  restriction  enzymes  (originating  blunt  ends),  chosen  in  accordance 
with the restriction enzyme map of the region under study, easily determined through several 
websites, such as http://tools.neb.com/NEBcutter2/.  In suppression PCR, a special adaptor  is 
ligated to the ends of the digested DNA fragment, creating a library of all genomic DNA flanked 
by  the  adaptor  sequences.  This  library  can  then  be  used  as  a  template  for  PCR  using  both 
adaptor primers and gene specific primers  for the known region. By comparison of the band 
pattern  created  between  tumor  and  control  sample,  it  is  possible  to  identify  the  abnormal 
band, containing a sequence of both chromosome 3 and 8, and through sequencing, discover 
which region of 3 is rearranged with chromosome 8.  
From the information provided from the commercial Vysis MYC probe, we were able to 
map  the  exact  sequence  location,  to  ~120‐380kb  upstream  MYC.  FISH  experiments  were 
performed  using  BAC  clones  RP11‐944J24  and  RP11‐367L7,  located  within  the  commercial 
probe to  limit the breakpoint further  (Figure 5a). A split signal was observed for clone RP11‐
367L7, limiting the breakpoint to a region of ~110kb (Figure 5b).  
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Fig. 5 – Detailed representation of BAC and fosmid clone location within the red probe of the Vysis break apart MYC 
probe. (a) and (b) Using BACs RPp11‐944J24 (green signal) and RP11‐367L7 (red signal) on  interphase cells, a split 
was shown with the presence of three red signals.   (c) Fosmid clones G248P85372B5 and G248P8025D7  location, 
within RP11‐377L7 probe region.  
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Because no additional BAC clones for this region where available in our BAC library we 
chose  two  fosmid  sequences  within  clone  RP11‐367L7,  namely  G248P85372B5  and 
G248P8025D7 (Figure 5c) for further FISH mapping. However, despite all efforts to improve the 
fosmid  labeling  protocol,  by  changing DNA  and  labeling  concentration,  and  trying  different 
hybridization temperatures, hybridization signals were never strong enough to be detected in 
the  tumor  interphase  cells,  and  no  further  mapping  could  be  performed.  Signals  were 
detectable for both fosmids on control lymphocyte‐derived metaphase chromosomes.  
It  is  important  to note  that  this  case  reports  for  the  first  time  the  involvement of a 
t(3;8) rearrangement with a breakpoint in the proximity of MYC in a uterine leiomyoma. Also, 
it  further  elucidates  the  importance  of  MYC  in  neoplasia,  and  more  importantly,  the  high 
susceptibility for genomic rearrangements such as translocation and genomic variances of the 
DNA  sequences  upstream  MYC,  and  their  association  with  tumorigenesis  in  various  organ 
systems. 
 
Case 3 ‐ ST08‐008 
 
The ST08‐008 tumor presents a normal karyotype: 46,XX (Figure 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6 – Representative GTG‐banded karyotype: 46,XX. 
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Given the importance of using tumors from the same patient for aCGH analysis to rule 
out  patient‐specific  CNVs  from  tumor  specific  variation,  ST08‐008  was  used  to  prepare 
reference DNA  for  the  aCGH  study  of  sample  ST08‐008  (Appendix,  Table  2). As mentioned 
above,  a  gain  in  chromosome  7  was  observed,  which  included  the  DNA  sequence  of  the 
commonly deleted 7q region that was not detected in the karyotype (Figure 7a). Given the fact 
that UL with del(7q) are often mosaics with 46,XX and are not stable in culture, it interpreted 
that the reference sample ST08‐008 had a deletion on 7q, rather than there being a gain of this 
region  in  sample ST08‐007. To  clarify  this  issue, FISH was performed using BAC  clone RP11‐
1065D4, mapping to the band 7q34. This BAC was preferred since deletion of 7q34 seemed to 
be more  frquent  than  the  deletion  including  band  7q22  (Figure  7b).  The  results  confirmed 
deletion of  this  region  and  consequently, no  studies were performed  for  chromosome  7  in 
sample ST08‐007  (Figure 7c). Moreover, FISH was  then performed  for band 7q22, using BAC 
clone  RP11‐374E17  to  elucidate  and  confirm  the  higher  frequency  of  deletion  of  7q34 
compared  to  the  larger more proximal deleted  region. The aCGH  results were corroborated, 
with clone RP11‐1065D4 detecting only one  signal  in 53%  (35/66) of cells while clone RP11‐
374E17 showed 12% (13/106) of cells with a deleted signal.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7 – aCGH and FISH results for the long arm of chromosome 7 for ST08‐
008  show  deletion  in  region  7q34  (a)  aCGH  analysis  shows  deletion  of 
region 7q21‐q34.  (b) Detail of  region 7q34  showing higher  frequency of 
copy number loss, including two genes, BRAF and MRPS33. (c) Interphase 
cells  hybridized  with  CEP7  (green  signal)  probe  for  chromosome  7 
centromere  and  RP11‐1065D4  (red  signal)  probe,  confirm  deletion  of  a 
region in band 7q34.    
a 
c 
b 
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Given that more cells presented with deletion of 7q34, together with the fact that this 
tumor  did  not  show  any  other  rearrangements,  can  be  interpreted  to  imply  that  the  7q34 
deletion was the first cytogenetic event, followed by deletion of 7q22‐q31, occurring  later  in 
UL progression as a second event. As only two genes are located in the 7q34 region, BRAF and 
MRPS33,  it  is  worry  of  consideration  that  they  might  be  responsible  for  the  origin  or 
development  of  this  UL.  Moreover,  a  recent  study  from  Vanharanta  et  al  (2007)  further 
increased our interest in this region, as five cases were observed with deletion 7q34, and these 
authors propose a second deleted region of chromosome 7 in UL. The minimal region reported 
was 1.69Mb  including  several genes,  in addition  to BRAF and MRPS33,  further  supporting a 
possible role for BRAF or MRPS33 in UL pathogenesis (Figure 8a and 8b).  
 
 
  a 
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Fig. 8 – Comparison between 7q34 deleted region reported by Vanharanta et al. (2007) (a) and detected in ST08‐008 (b).
 
MRPS33  encodes  the  mitochondrial  28S  ribosomal  protein  S33  involved  in  the 
mitochondrial protein synthesis and plays an important role in translation initiation (Koc et al., 
2001).  BRAF  encodes  a  proto‐oncogene  of  the  serine/threonine  protein  kinase  family  and 
mutations of BRAF are known  to play a  role  in many cancers, such as colorectal cancer  (12‐
20%), malignant melanoma (60‐80%), thyroid carcinoma (35‐70%), and ovarian cancers (30%) 
among  others,  accounting  for  ~7%  of  all  human  cancers.  BRAF  proteins  have  three  highly 
conserved  regions, CR1, CR2, and CR3. The CR1  region contains a Ras binding domain  (RBD) 
and a cysteine‐rich domain (RBD), allowing the binding of RAS‐GTP. CR2 includes the inhibitory 
phosphorylation site S365 and is rich in serine/threonine residues. The CR3 region contains the 
catalytic domain, a G‐loop motif, and the regulatory phosphorylation sites, such as T599 and 
S602  (Davies et al., 2002). BRAF belongs  to  the RAS/RAF/MEK/ERK/MAPK signaling pathway, 
37 
Faculdade de Ciencias da Universidade de Lisboa – Ana Queiros 
Gene discovery in Uterine Leiomyoma using cytogenetic approaches 
responsible for the transduction of mitogenic signals from the cell membrane to the nucleus, 
and playing  an  important  role  in  cell division  and differentiation.  This pathway  responds  to 
external stimulis, such as growth factors, that activate the GTP‐binding proteins from the RAS 
family.  RAS is a G‐protein located in the inner surface of the membrane that, when bound to 
GTP becomes activated and promotes the phosphorylation and activation of BRAF and of the 
pathway  signal.  When  BRAF  is  phosphorylated  it  activates  MEK,  which  will  consequently 
phosphorylate and activate ERK. ERK will then translocate to the nucleus where it regulates the 
activity of several transcriptional factors that will induce expression of innumerous genes such 
as  cyclin  D1,  MYC  and  MDM2,  involved  in  several  different  cell  functions  including  cell 
proliferation, differentiation and death. Abnormal activation of this pathway commonly occurs  
in several types of cancers and contributes to their oncogenic properties,  including  increased 
proliferation  and  survival,  and  independence  from  growth  factors  (Brummer  et  al.,  2006; 
Montagut and Settleman, 2009). 
  Only recently, an important role was recognized for BRAF by the observation of several 
mutations in numerous cancers, mostly somatic point mutations, leading to constitutive BRAF 
expression. Among the various different mutations observed, the most common corresponds 
to a hotspot transversion mutation that causes the amino acid substitution V600E, accounting 
for 80% of BRAF mutations.   The other 20% may occur  in different  locations, however always 
within  the G‐loop  in exon 11 or  in  the activation segment  in exon 15, close  to V600E. While 
some  diseases,  like  multiple  melanoma  and  colorectal  cancer,  may  present  distinct  BRAF 
mutations, other tumors  like ovarian and thyroid cancer were only reported to have a V600E 
mutation. The V600E mutation causes a substitution of valine 600 by glutamic acid, and mimics 
the  conformational  change  of  the  activation  segment  induced  by  T599  and/or  S602 
phosphorylation by the RAS‐GTP protein (Nucera et al., 2009). Thus, V600E mutated proteins 
have  increased  kinase  activity  and  are  independent of  their  interaction with RAS.  This  is of 
great value, given that many efforts have been unsuccessful in creating therapeutics based on 
RAS  protein  target  inhibition.  Furthermore,  in  V600E  mutation  cases,  such  therapeutics 
wouldn’t be effective and  thus, BRAF has emerged as an appealing  therapeutic  target of the 
RAF/MEK/ERK  signaling  pathway,  due  to  the  high  prevalence  of  BRAF  mutated  proteins  in 
different types of tumors (Dhomen and Marais, 2009). 
 
BRAF deletion screening study through FISH 
The important role of BRAF in several cancers together with our aCGH and FISH results, 
led  us  to  propose  BRAF  as  a  candidate  gene  involved  in  ST08‐008  UL  development,  and 
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furthermore,  as  the possible  gene  responsible  for  the  consistent 7q34 deletion  reported by 
Vanharanta  et  al.  (2007).  To  elucidate  the  possible  role  of  BRAF  in  UL  pathogenesis,  we 
proposed  to  screen  the  7q34 BRAF  region  in  270  tumors,  from which  biological material  is 
available from our tissue bank, by FISH, using BAC clone RP11‐1065D4. As a control, we chose 
BAC  clone  RP11‐374E17,  as  it  was  previously  used  to  map  the  common  del(7)(q22‐q31), 
allowing us to exclude tumors presenting this rearrangement, and thus focus on UL presenting 
solely  with  deletion  of  7q34  on  chromosome  7.    If  7q34  deletion  is  found  in  other  UL, 
sequencing BRAF will be performed  in  those  samples  in an attempt  to detect any mutation 
that may be present in the remaining allele. This study is underway, with 50 tumors screened 
to date, showing no apparent deletion in 7q34. However, FISH experiments will continue to be 
performed in the remaining tumors, as it has great value to elucidate whether BRAF mutations 
play a role in UL development in tumors presenting with BRAF deletions.  
 
Case 4 ‐ ST09‐042 
 
  The  ST09‐042  tumor  reveals  a  loss  of  a  chromosome  7,  an  unbalanced 
translocation between chromosomes 4 and 7, and a translocation between chromosomes 11 
and 12: 45,XX,‐7,t(4,7)(p15;q22),t(11;12)(q23q14) (Figure 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9 – Representative GTG‐banded karyotype: 45,XX,‐7,t(4,7)(p15;q22),t(11;12)(q23q14). 
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FISH  experiments  were  performed  in  metaphase  cells  to  confirm  these 
rearrangements.  First,  BAC  clones  RP11‐374E17  for  7q22  and  CEP7,  were  use  to  confirm 
deletion  of  7q  and  centromere  regions,  and  the  presence  of  part  of  7q  translocated  with 
chromosome 4. Only one signal was detected with both clones, showing that the target DNA of 
clone RP11‐374E17 was also deleted (data not shown). A new FISH was performed using only 
clone RP11‐1065D4, located at 7q34. Two signals were detected for clone RP11‐1065D4, one in 
normal  chromosome  7  and  another  on  the  derivative  chromosome  4  confirming  the 
translocation between chromosomes 4 and 7 (Figure 10). This  interesting finding allowed the 
inclusion of ST09‐042 UL in the second project of my thesis, involving investigation of genomic 
variation of tumors with translocation of the  long arm of chromosome 7, and further studies 
and results regarding chromosome 7 and genomic variation for this case are discussed below 
in the “Project 2” section. Regarding t(11;12) rearrangements, FISH experiments are presently 
being performed to confirm and map the breakpoints in this translocation. 
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Fig. 10 ‐ An abnormal metaphase cell with 
the 4;7 translocation. FISH was performed 
using  RP11‐1065D4  (red  signal).  A  red 
signal  can  be  observed  for  the  normal 
chromosome  7  and  for  the  derivative 
chromosome 4.  
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Project  2  –  array  Comparative  Genomic  Hybridization  analysis  of  UL  with 
translocations involving chromosome 7 
 
Given  the high prevalence of del(7q)  in UL,  it  is  suggested  that  a  tumor  suppressor 
gene resides in this region with possible involvement in the development of UL. Several studies 
have  been  recently  published,  performing  aCGH  in  del  (7q)  tumors  to  delimit  the  deleted 
region  to  a  one  containing  only  a  few  candidate  genes;  however,  no  gene  has  been 
conclusively identified to date (Hodge et al., 2009; Vanharanta et al., 2005; Vanharanta et al., 
2007). Our  study  followed  a  different  approach, where we  attempted  to  find  the  possible 
candidate genes  in samples  involving translocations within the region commonly deleted. We 
postulated  that  a  common  gene/region  might  be  involved  in  this  UL  with  translocation  of 
chromosome  7,  and  that  might  be  suggestive  of  a  pathogenic  region  for  the  del(7q)  UL. 
Comparison of results of this study with  those previously reported of  the commonly deleted 
region, help to restrict the possible candidate genes present in the region for further analysis. 
This study represents a first step  in this approach, based on aCGH analyses, using the 
human Agilent 1M array, to map genomic variations within the long arm of chromosome 7 that 
might  be  consistently  present  at  or  near  the  breakpoints  in  tumors  with  translocation  of 
chromosome 7,  and  thus  suggestive of  a pathogenic  region.  In  general,  for  the mapping of 
translocation breakpoints, FISH appears as the first valuable approach to narrow the candidate 
region  involved,  as  it  was  performed  for  cases  in  project  1.  However,  for  these  tumors 
involving  a  translocation  of  chromosome  7,  no  material  was  available  to  perform  FISH 
experiments and thus, aCGH analysis was chosen as an appropriate alternative approach, given 
that  it  is  directed  for  a  region  that  is  commonly  deleted  and  therefore,  unbalanced 
translocations are reasonably expected.  
In aCGH studies  it  is necessary to take  into account the frequency of similar genomic 
changes in the general population, when performing the analysis, due to the high resolution of 
aCGH methods  in  the detection of genomic variation. Because copy number variants  (CNVs) 
are  a  common  feature,  it  is  important  to  use  an  appropriate  DNA  as  a  reference,  to 
discriminate  patient‐specific  CNVs  from  tumor‐specific  variation.  In  these  aCGH  analyses, 
except for case ST89‐234, the other cases had a matched 46,XX karyotypically normal tumor, 
that was used as a  reference  to account  for  the patient  specific variation. For ST89‐234,  for 
which a tumor from the same patient was available but also presented structural chromosomal 
rearrangements,  aCGH was  performed  in  parallel  for  both  tumors  using  the  Promega DNA 
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control, and afterwards, the common variation regions were accounted and excluded from the 
analyses.  
Of  the  four  tumors  tested,  deletion  of  7q  was  detected  in  three.  The  smallest 
commonly  deleted  region  on  chromosome  7  was  mapped  to  a  region  of  ~16.3Mb  within 
7q21.11‐7q22.1  (Figures  12a  and  b).  This  region was  delimited  proximally  by  ST93‐055  and 
distally by ST97‐133 and included many genes. No other deletion or amplification was common 
to all samples (Appendix, Tables 3‐6). ST89‐234 did not show any deletion on chromosome 7 
suggesting a balanced translocation. From the karyotyping analysis of the other translocation 
7q  UL,  deleted  regions  of  the  size  detected  were  unexpected,  as  these  cases  were  not 
described by conventional cytogenetics  to have deletions  (Appendix, Figures 2‐4); The aCGH 
approach  allowed  comparison of  the  analysis with  a  study published  recently by our  group 
(Hodge  et  al.,2009).  Alignment  of  these  two  aCGH‐defined  commonly  deleted  regions 
permitted  reduction  of  the  common  interval  from  9.5Mb  to  ~3.3Mb  (Figure  13a  and  b). 
Furthermore, Hodge et al., (2009) performed transcriptional profiling of the tumors, and thus, 
possible  important candidate genes  in this commonly deleted region were chosen accounting 
for both the localization in the deleted region and presence in the top 50 most upregulated or 
downregulated  gene  list  (from  the  “Genes  Up‐regulated  or  Down  regulated  in  del(7q)  UL 
Compared  to  Non‐del(7q)  UL  Weighted  for  Percent  Mosaicism”  table).  Within  the  ~3.3Mb 
commonly deleted region, 8 candidate genes were found to match these criteria (Table 2). The 
fact that from the top 50 most significantly upregulated or downregulated genes in del(7q) UL, 
8 genes are located within the commonly deleted region described here, further supports the 
importance of the genes in these region. However, additional studies need to be performed to 
evaluate their importance in del(7q) UL.  
Given that del(7q) tumors are frequently present as mosaics with 46,XX cells and when 
in culture often lose their chromosomally abnormality suggests that a gene in this region may 
play  a  role  in  regulating  cellular  growth.  Furthermore,  it  suggests  that  submicroscopic 
deletions may be  the  first genetic event, supported by several  inconsistent LOH studies  that 
often do not correlate with karyotype analysis. Data from Hodge et al.  (2009), which did not 
show  any  homozygous  deletions,  together with Vanharanta  et  al.  (2005  and  2007)  studies, 
which failed to identify a gene of interest through microarray and sequencing analysis, suggest 
an  hypothesis  that  another molecular mechanism  such  as  haploinsufficiency,  rather  than  a 
tumor suppressor, might be involved.  
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ST89‐234  ST93‐055 ST97‐133 
a  b
ST09‐042
  Fig. 12 – aCGH analyses of chromosome 7 for the four tumors. (a) ST89‐234 with t(7;9)(q22;q22), ST93‐
055 with t(1;7)(q31q22), ST97‐133 with t(7;12)(q22‐31;q14), and ST09‐042 with t(4;7)(p15;q22). (b) 
Genomic penetrance summary of cases with chromosome 7 translocations showing the affected regions 
and in what percentage of the three cases they were found to be abnormal. The common region spans 
~16,3Mb from 7q21.11q22.1.  
 
 
 
Traditional cytogenetics vs aCGH 
 
These results raise numerous questions regarding the role of traditional cytogenetics, 
as  the  standard method used  for  the  evaluation of  tumor  rearrangements.  In  recent  years, 
with the advance of cytogenetic molecular techniques,  in particular array based methods, an 
increase in the resolution of genome‐wide screening of structural variation has emerged. This 
allowed  us  to  look  for  the  genome  in  a  different  way,  with  the  perception  that  new 
microrrearragements  are  present  in  tumor  samples,  which  could  not  have  been  detected 
through other  cytogenetic methods, due  to  the  lower  resolution of  these  techniques. With 
genome screening methods, new mutations have been detected and associated with disease 
development. On  the other hand,  it also allowed us  to understand  that genomic variation  is 
present  among  the  general  population  and  thus,  certain  variant  markers  account  for 
phenotypic variation, but not necessarily disease related variation. The high resolution of these 
methods compared to traditional karyotyping and the new rearrangements detected make it  
clear  that  traditional  cytogenetic  studies  are  inadequate  for  the delineation of  the  complex 
rearrangements often found in tumors. 
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b 
Fig. 13 – Representation of the 3.3 Mb commonly deleted region. (a) Comparison between genomic 
penetrance summary of cases with interstitial deletion of chromosome 7 (left) (Hodge et al., 2009) with cases with 
chromosome 7 translocations (right). (b) Genes located within the 3.3Mb commonly deleted region. 
 
Table 2 – Genes downregulated  in del(7q) UL  (from  the  top 50  list)  that are present  in  the  commonly 
deleted region (Hodge et al., 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
44 
Faculdade de Ciencias da Universidade de Lisboa – Ana Queiros 
Gene discovery in Uterine Leiomyoma using cytogenetic approaches 
Karyotype pictures were available for the four tumors and allowed us to compare with 
the aCGH results obtained. After comparison,  it  is clear the  importance of the aCGH analysis, 
given  that  some  of  the  present  rearrangements  could  not  have  been  detected  through 
karyotyping, even after acknowledge of their existence, therefore confirming the  importance 
of array based methods with high resolution for the detection of small abnormalities in UL and 
other  tumors.  However  it  is  important  to  note  that  karyotyping  analysis  is  still  a  valuable 
resource  to  study  the  balanced  translocations,  as  these  cannot  be  determined  by  aCGH 
analysis, and thus reveals the importance of a combined analysis from the different methods. 
 
 
Importance of the development of new technologies 
 
In gene discovery studies it is important to be aware of new and evolving technologies, 
and to adapt them rapidly in tumors analyses. In this thesis, as shown from recent studies, we 
confirmed  the  important  role of aCGH as a  tool  for  the detection of genomic variation  in a 
whole  genome manner.  aCGH  is  designed  for  detection  of  copy  number  variation,  such  as 
gains  and  losses,  and  thus,  the  exact  mapping  of  translocation  breakpoints  is  not  always 
possible, due to the resolution of the array and potential balanced rearrangements. Although 
recently  studies  have  shown  that  microdeletions  may  be  present  within  or  near  the 
chromosomal  sites  of  rearrangement  and  illuminate  the  breakpoints,  this  approach  to 
breakpoint discovery was not fruitful in the cases involving ST09‐010 with t(6;16) or ST08‐007 
with t(3;8). 
One of the most promising technologies under development and accessible in the near 
future  is  whole  genome  sequencing  (WGS).  As  the  name  states  WGS  consists  of  direct 
sequencing of the genome, allowing for a direct analysis of all mutations present in a sample. 
Applications to tumor studies will have many advantages,  in particular for the exact mapping 
of  translocations  breakpoints,  in  a  short  period  of  time.  The  possible  disadvantage  of  this 
method  is  the  analysis  and  storage  of  the  large  amount  of  data  produced,  and  therefore 
programs to analyze these results are also the focus of intensive study. Such an approach could 
prove invaluable in proceeding with the investigations initiated here.  
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Future approaches 
 
  The search for genes on 7q that are involved in UL development has been ongoing for 
several years. A series of  important studies have been used  to narrow  the region commonly 
deleted, which will permit identification of candidate pathogenic genes involved in del(7q) UL. 
The  frequent deletion of a  certain  region  is generally  indicative of  the presence of a  tumor 
suppressor  gene,  in which  the  deletion  of  one  allele  is  accompanied  by  a mutation  on  the 
other allele, according  to Knudson’s “two‐hit” hypothesis. A previous study of UL  included a 
screening of 23 genes within  the commonly deleted  region of 7q22.3‐7q31  in an attempt  to 
identify a “second hit”, but failed to observe any mutation in the second allele of the candidate 
genes  (Vanharanta et al., 2007). This  finding  suggests  the possibility  that haploinsufficiency, 
rather  than mutation of  the second allele  to effect  the null situation, may be  the underlying 
molecular mechanism. Following the assessment of the deleted regions, other approaches can 
be implemented for further investigation and validation of candidate genes within the region, 
whether through in vitro or mice knockout studies.  
  Given  that  it  is  unknown  whether  a  mutation  on  the  second  allele  or  rather  a 
haploinsufficieny of  the  candidate gene(s)  is  responsible  for  the development of del(7q) UL, 
one possible approach might be to try to perform knockdown of each of the genes of interest, 
through  short  hairpin  RNA  (shRNA),  a  system  that  makes  possible  regulation  of  gene 
expression of target genes. This has proven to be a valuable technology in the characterization 
of deletions in cancer, modeling both hemizygous and homozygous inactivation depending on 
the  level  of  knockdown.  Recently,  this  approach  was  applied  in  the  finding  of  a 
haploinsufficient gene within a common hemizygous deletion of the long arm of chromosome 
5, associated with myelodysplastic syndrome (MDS).   To evaluate the  loss of function of each 
of  the 40 genes within  the commonly deleted  region,  the authors performed knockdown of 
each  of  the  genes  through  shRNAs.    Using  several  shRNA  for  knockdown  of  RPS14  gene 
expression  in normal progenitor  cells,  resulted  in a model of  the MDS phenotype, and  thus 
proved to be associated with disease development. Furthermore, forced expression of RPS14 
in patient bone marrow cells  rescues  the disease phenotype. Although knockdown of RPS14 
could not account for all clinical features present in MDS patients, suggesting that other gene 
alterations  in  the  deletion  or  elsewhere  in  the  genome might  be  also  contributory,  shRNA 
screening was  illustrated  to be  an  effective  strategy  for  identification of disease  genes  in  a 
deleted  region.  A  similar  approach  could  be  implemented  for  identification  of  the  gene(s) 
involved in the common deleted region of the long arm of chromosome 7. Loss of function in 
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UL may be  studied  through  shRNA knockdown of each of  the candidate genes  in  the  region 
using  the human myometrial  smooth muscle  cells. Phenotypic  variation  can be  assessed by 
measuring extracellular matrix  changes, a highly  characteristic  feature of UL  smooth muscle 
cells (Ebert, 2009; Ebert et al., 2008). 
Another method  that can be  implemented  is  the use of knockout mice  to assess  the 
function of a gene. Disease mice models are highly valuable in research for characterization of 
gene  function  in  the disease.  Following  a  similar  approach  to  the  in  vitro  studies,  knockout 
mice for several of the candidate genes could provide a model with a similar phenotype to the 
human  disease,  and  could  have  important  value  to  assess  the  role  of  a  gene  in  tumor 
development. Although mice models do not always reflect entirely the human phenotype, it is 
an essential component in the characterization of gene function and identifying gene products 
with  therapeutic  value.  Presently,  with  the  mouse  genome  sequenced,  a  genome‐wide 
collection of mouse knockouts is being created which will allow access to any gene knockout. 
Given  that  presently  no  appropriate mouse model  exists  for  studying UL,  a  knockout mice 
approach  for  the  candidate  gene  in  the  common  deleted  region  would  provide  a  new 
important resource to study the biology of UL.  
 
Conclusion 
 
With  this study we attempted  to  find new genes associated with UL by mapping  the 
breakpoints  within  the  translocation  and/or  deletions  of  novel  and/or  consistent 
rearrangements.  Even  though  single  gene  was  not  identified  through  this  study,  future 
approaches, such as whole or targeted genome sequencing will build upon the observations of 
this analysis. The  importance of a UL  tissue bank and database proved  to be  invaluable  for 
these studies, providing material for three tumors with common rearrangements involving the 
long arm of chromosome 7, for further investigation with state‐of‐the‐art approaches. 
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Fig. 1 – Example of processing a uterine tumor.
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Table 1 ‐ Chromosomal abnormalities detected by aCGH in ST09‐010 tumor. 
 
 
 
 
 
 
 
Table 2 – Chromosomal abnormalities detected by aCGH in ST08‐007/ST08‐008 tumors. 
 
 
 
 
 
Table 3 ‐ Chromosomal abnormalities detected by aCGH in ST89‐234 tumor. 
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Table 4 ‐ Chromosomal abnormalities detected by aCGH in ST93‐055 tumor. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 5 ‐ Chromosomal abnormalities detected by aCGH in ST97‐133 tumor. 
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   Table 6 ‐ Chromosomal abnormalities detected by aCGH in ST09‐042 tumor. 
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Fig. 2 – Representative GTG‐banded karyotype of ST89‐234: 46,XX,t(7;9)(q22;q22). 
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  Fig. 3 – Representative GTG‐banded karyotype of ST93‐055: 46XX,t(1;7),(q31;q22),‐2,‐3,‐6,add(11)(q21),‐
18,+mar1,+mar2,+mar3. 
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  Fig. 4 – Representative GTG‐banded karyotype of ST97‐133: 46,XX,t(7;12)(q22‐31;q14). 
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